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Zur stalagmometrischen Bestimmung der lipatischen 
Tributyrinhydrolyse. 
Von 


Richard Willstiitter und Friedrich Memmen. 


Vierte Abhandlung tiber Pankreasenzyme. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der 
Wissenschaften in Miinchen. ) 


Mit 3 Figuren im Texte. 


(Der Redaktion zugegangen am 12, April 1923.) 


Einleitung. 

Die Lipase ist im Gegensatz zum Invertin und anderen 
Enzymen in ihrer Wirkung vom kolloiden Zustand und der 
Vermischung mit Fremdkérpern in hohem MaBe abhingig. 
Diesem Umstand vor allem mu eine Methode fiir die quan- 
titative Bestimmung des Enzyms von verschiedener Herkunft 
und wechselndem Reinheitsgrad Rechnung tragen. Das Wesent- 
liche und Eigentiimliche einer Lipasebestimmung liegt nicht 
in der Art, wie der Umsatz gemessen wird, ob beispielsweise 
durch Titration der entstehenden Carbonsaiure oder auf Grund 
eines anderen Merkmals der Substratanderung. Die Brauchbar- 
keit einer Methode, um die Enzymmengen bei der Unter- 
suchung tierischer Organe und Sifte oder im Gang eines 
Reinigungsverfahrens zu vergleichen, hingt vielmehr davon ab, 
daB man die Lipase zum Zweck der Analyse zuniachst ,,in 
ein geeignetes System bringt, sei es unter Aktivierung oder 
unter Hemmung, um die Unterschiede im Wirkungsvermégen 
auszugleichen, das je nach Menge und Natur der Begleit- 
stoffe wechselt“. Das ist der Sinn unserer vor kurzem ver- 
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Offentlichten’) Bestimmungsweisen der pankreatischen Fett- 
spaltung, entweder mit Hemmung durch zugefiigtes Albumin 
bei konstant saurer Reaktion oder mit Aktivierung durch 
Albumin und Calciumchlorid, sei es in konstant alkalischem 
Medium oder mit Wechsel vom alkalischen zum sauren Gebiet. 
Die gebildete FettsAure wurde titriert. Diese Methode be- 
wahrte sich bei der Analyse von Lipase in der Driise und 
ihren Ausziigen und in einer Folge von Adsorptionen mit 
verschiedenen Mitteln und Elutionen aus den Adsorbaten. 
Aber sie ist nicht geeignet fiir die Vorkommnisse von Lipase 
in groBer Verdiinnung wie zum Beispiel im Blutserum oder im 
Magensaft und im Magen selbst. In solchen Fallen ist die 
stalagmometrische Messung nach P. Rona und L. Michaelis?*) 
mit Monobutyrin oder besser Tributyrin als Substrat durch 
ihre weitaus gréBere Empfindlichkeit der alkalimetrischen Fett- 
siurebestimmung iiberlegen. 

Die lipatische Butyrinspaltung unterliegt wie die Ol- 
spaltung den quantitativ sehr bedeutenden Hinfliissen der ver- 
schiedenartigen Begleitstoffe. Es kommt daher vor, daB bei 
der Reinigung von Magenlipase durch Adsorption mit Tonerde 
und Elution mit Ammonphosphat die Ausbeute sich zu ver- 
doppeln scheint, wahrend in Wirklichkeit groBe Verluste dabei 
nicht vermieden werden kénnen. 

Um die schéne Bestimmungsweise von P. Rona und 
L. Michaelis zu einer Methode der quantitativen Analyse 
auszugestalten, war es daher erforderlich, die Einfliisse der 
wichtigeren bekannten Begleitstoffe zu priifen und womdglich 
auch die Wirkungen unbekannter Hemmungskoérper und Akti- 
vatoren so zu tiberwinden, wie es fiir die Bestimmung der 
lipatischen Fettspaltung geschehen ist. 

Die Wirkung der Lipase auf Tributyrin wird bei alkalischer 
wie bei saurer Reaktion durch Proteine stark gehemmt, wihrend 


') Erste Abhandlung iiber Pankreasenzyme, diese Zs. Bd. 125, S. 93 
(1922/23). 

*) Biochem. Zs. Bd. 31, 8. 345 (1911); ferner P. Rona, Biochem. Zs. 
Bd. 32. S. 482 (1911) und H. Davidsohn, Biochem. Zs. Bd. 45, S. 284 (1912) 
und Bd. 49, S. 249 (1913). 
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die Olspaltung durch Albumin zwar in saurem Medium ge- 
hemmt, in alkalischem Gebiet aber gesteigert wird. Dieser 
Unterschied ist aber nur scheinbar so einfach und wesentlich. 
Auf die Tributyrinhydrolyse iibt nimlich Albumin bei Gegenwart 
von Natriumoleat auch den entgegengesetzten EinfluB aus, nim- 
lich aktivierenden, und die Aktivierung, welche die Seife allein 
bewirkt, liBt sich durch Albumin noch steigern. Nun kommt 
bei der pankreatischen Fettspaltung in alkalischem Medium nie 
Albumin allein zur Wirkung, sondern nur in Kombination mit 
der entstehenden Seife. Die Aktivierung der lipatischen Ol- 
spaltung durch HiweiB findet also ein Analogon in der Aktivie- 
rung der Tributyrinspaltung durch Seife + Albumin. 

Unter den Aktivatoren der Butyrinspaltung steht bisher 
vereinzelt ein Tripeptid, Leucylglycylglycin, déessen noch un- 
erklirte Wirkung sehr bedeutend ist. Eime ganze Gruppe 
wichtiger Aktivatoren bilden die Seifen, z. B. gallensaure Salze 
und délsaure Alkalien und Erdalkalien. Calciumoleat wirkt 
viel stirker als Alkaliseife. Es steigert schon in sehr geringer 
Konzentration den lipatischen Wert auf annihernd das Zehn- 
fache und es ist fiir die ausgleichende Aktivierung auch des- 
halb besonders geeignet, weil es den Einflu® der Proteine in 
weiten Grenzen auszuschalten vermag. 

Die Wirkung der anzuwendenden kleinen Mengen von 
Calciumoleat bei der Hydrolyse des Tributyrins kann ebenso 
wie bei derjenigen fetter Ole durch das Auftreten ,,komplexer“?) 
Adsorbate erklirt werden, in denen sowohl die Lipase wie das 
Tributyrin gebunden sind, wiahrend die Hemmung durch 
Albumin auf der Adsorption der einen Komponente des enzy- 
matischen Sytems allein, nimlich der Lipase, beruhen mag. 
Die besondere Wirkung der Kombination von Albumin und 
Seife lieB sich auf die Bildung eines ,gekoppelten“ Adsorbens 
zuriickfiihren, nimlich einer Verbindung von Albumin mit 
Seife. Als wir in diesem Sinne in den Kolloidteilchen von 
Caciumoleat-Albumin ,,Trager der besonders giinstigen kom- 
plexen Adsorptionswirkung auf Lipase und Fett“ erblickten, 





1) Diese Zs. Bd. 125, 8.93 und zwar S. 100 (1922/23). 
+? 
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waren uns Verbindungen der EKiweiBkérper mit den hohen 
Fettsiuren und ihren Salzen noch nicht bekannt. Aber kurz 
darauf ist in wichtigen Untersuchungen von Wo. Pauli’) und 
von S. Matsumura’) aus Paulis Laboratorium die zuerst 
von A. Jarisch*) beobachtete Fiallung der EiweiSstoffe durch 
Seifen genauer erforscht und fiir die Annahme der gekoppelten 
Absorbentien eine schéne Bestiitigung erbracht worden. 

Fir die im folgenden mitgeteilte stalagmometrische Be- 
stimmung der Tributyrinspaltung, fiir die ein Hundertstel oder 
nur ein Fiinfhundertstel der zur alkalimetrischen Bestimmung 
angewandten Menge Lipase geniigt, wird daher ein System 
ausgleichender Aktivierung bei py = 8,6 durch Zusatz von 
Albumin, Natriumoleat und Calciumchlorid eingerichtet. Ob- 
wohl sich diese analytische Methode schon in vielen Beispielen 
bewahrt hat, sind besondere Fialle nicht ausgeschlossen, in 
denen der getroffene Ausgleich unzureichend sein mag und er- 
ganzt werden mub. 

Als MaB der Tributyrinspaltung kénnte die Lipaseeinheit 
oder zweckmiéBiger 0,001 L.-E, dienen, wenn der Quotient 
der Zeitwerte von Olspaltung und Tributyrinspaltung konstant 
ware. Dies war bei den gepriiften Lipaselésungen aus Schweine- 
und Schafspankreas wohl annahernd der Fall, man kann aber 
nicht mit dieser Konstanz rechnen. Pankreaslipase vom Pferd 
zeigte in der Tat ein abweichendes Verhiltnis zwischen den 
Wirkungen auf Olivenél und Tributyrin. 

Ks ist daher vorzuziehen, das MaB fir die lipatische Tri- 
butyrinhydrolyse von der auf der,Olspaltung beruhenden Einheit 
unabhingig zu machen. Die Hinheit der Lipase fiir die 
Spaltung des Tributyrins wird als die Menge definiert, die 
unter den bestimmten Bedingungen die Abnahme der Tropfen- 
zahl der Tributyrinlésung in 50 Minuten um 20 bewirkt, d. i. 
um etwa die Halfte der Differenz zwischen den Tropfenzahlen 
von reiner Tributyrinlésung und Wasser. 





1) Kolloid-Zs. Bd. 31, S. 252 (1922). 

”) Kolloid-Zs. Bd. 32, S. 173 (1923). 

*) Pfliigers Arch. Bd. 194, S. 337 (1922); vgl. auch Biochem. Zs. 
Bd. 134, S. 163 (1922). 
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Experimenteller Teil. 


Die Bestimmungen wurden nach der ‘Tropfmethode von 
J. Traube+) mit einem Wo. Ostwaldschen?) geraden 
Stalagmometer ausgefiihrt, dessen Wasserwert bei 20° 90,5 
Tropfen bei einer Auslaufzeit von etwa 90 Sekunden betrug. 


Tributyrin. 

Fiir die Darstellung der Butyrinlésungen wird empfohlen), 
Wasser mit iiberschiissigem Tributyrin wihrend 1 bis 2 Stunden 
an der Maschine zu schiitteln; am geeignetsten sollen Lésungen 
sein, die vor dem Filtrieren 12 bis 24 Stunden gestanden 
haben. Es zeigt sich indessen, daB das Tributyrin des Handels 
zu unrein ist, als daB man auf die angegebene Weise mit 
Sicherheit Lésungen von konstantem Verhalten gewinnen kénnte. 
Je nach den wechselnden Umstinden, z. B. den Mengen- 
verhiltnissen von Tributyrin und Wasser und der Dauer des 
Stehenlassens kénnen die Lésungen verschiedene Ausschlage 
mit der gleichen Enzymprobe geben und die Werte kénnen 
sich auch von einer Lieferung des Handelspraparates zur 
nichsten indern. Die Messungen mit solchen Tributyrin- 
lésungen sind fiir reaktionskinetische Folgerungen nicht ge- 
eignet. 

Die Handelspriparate ergaben statt der berechneten Ver- 
seifungszahl 557 folgende Werte: 

Tributyrin M: 544 und 547; Tributyrin K: 543 und 540. 
Und die Anfangstropfenzahl der Lésung bewegte sich zwischen 
130 und 137 anstatt 129 bei 20°. 


Vom Tributyrin K wurden 60 g zuniichst viermal mit je 200 ecm 
destilliertem Wasser ausgesehiittelt. Die erste Waschfliissigkeit zeigte 
die Tropfenzah] 157, die vierte 153. Die durch doppelte nasse Filter 
filtrierten Ausziige, die zur Neutralisation 1,5, 0,7, 0,4 und 0,2 cem "/;»>-KOH 
erforderten, lieferten beim Ausschiitteln mit frisch destilliertem Ather 
8 g Gligen Riickstand, der, von Atherspuren im Hochvakuum befteit, die 
Verseifungszahl 480 ergab; ber. fiir Dibutyrin 483. 


1 Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden Bd. 5, 
S. 1858 (1911). 

*) Praktikum der Kolloidchemie, 3. Aufl. S. 30 (1922). 

5) P. Rona in Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden 
Bd. 8, S. 301 (1915). 
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Weitere 6 Ausziige mit je 200 cem Ather und noch zwei Aus- d 
schiittelungen mit je 400 cem lieferten zusammen 3 g Ol wieder von der k 
Verseifungszahl 484. Die niichsten 3 Ausziige gaben ein Priiparat von 
der Verseifungszahl 491, weitere 6 Ausschiittelungen mit je 400 cem 
lieferten nur noch 0,5 g dligen Riickstand, der nach seiner Verseifungszah| 
530 schon viel Tributyrin enthielt. Dabei war die Tropfenzahl des Wasch- 
wassers auf 132 zuriickgegangen. . 

Zu demselben Ende fiihrte in einem anderen Versuche schon 
11-maliges lingeres Ausschiitteln von 50 g mit je 400 eem Wasser, wobei 
die Tropfenzahl der Waschfliissigkeit von 155 auf 130 sank. Diese 
Reinigung geniigte fiir unseren Zweck. 


Ein Tributyrinpraparat ist rein, wenn man aus einer 
gréBeren Menge, 5—10 g, beim Schiitteln mit 200 ccm Wasser 
eine Lésung von derselben Tropfenzahl wie aus 3 Tropfen Tri- 
butyrin erhilt. Unreines Tributyrin gibt natiirlich dann den 
geringsten Fehler, wenn ein betriichtlicher UberschuB bei der 
Bereitung der Lésung vermieden wird. 

Die folgenden Versuche und die Fig. 1, die zum Beispiel 2 
mit Serumlipase gehért, sollen zeigen, daB je nach der Reinheit 
der Tributyrinlésungen dieselbe Enzymmenge in derselben Zeit 
verschiedene Abnahmen der Tropfenzahl bewirkt; je unreiner 
die Lésung, je héher also die Anfangstropfenzahl, desto kleiner 
ist die Abnahme. Sind Fremdstoffe, wie Dibutyrin, zugegen, 
deren Capillaraktivitit zwar kleiner ist als die von Tributyrin, 
aber doch betrichtlich, so verlangsamt sich bald die anfangs 
rasch einsetzende Erhéhung der Oberflichenspannung und die 
Tropfenzahl wird noch fern vom Wasserwert schon beinahe 
konstant (Kurve d). Je reiner die Esterlésung, desto rascher 
sinkt die Tropfenzahl bis in die Nahe des Wasserwertes. 

Wenn die lipatische Wirkung nicht bis zu diesem Ende 
fiihrt, so diirfte es sich nicht um die Eainstellung eines 
Gleichgewichtes handeln, sondern um die gréBere Bestindig- 
keit des noch capillaraktiven Produktes partieller Hydro- 
lyse gegeniiber der geringen Enzymmenge. Den Befund von 
H. Davidsohn?): ,,Wahrend die Serumlipase .... die Tri- 
butyrinlésung durchgehens vollstindig, d.h. bis zur Erreichung 
des Wasserwertes spaltet, hért die Wirkung der Pankreas- und 





') Biochem. Zs. Bd. 49, S. 249 und zwar 275 (1913). 
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der Magenlipase bereits bei einem etwas friiheren Werte aut‘ 
kénnen wir nicht bestitigen. Mit reinem Tributyrin zeigt sich 
kein erheblicher Unterschied zwischen Lipase aus Schweine- 
pankreas und aus Pferdeserum. 

1. Beispiel mit Pankreaslipase. 0,500 ccm eines 50fach 
mit Glycerin verdiinnten Auszugs von Pankreasprobe Nr. 1 
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Fig. 1. 
Verschiedene Tributyriulésungen mit derselben Menge Lipase. 


wurden zunachst mit 1,5 ccm Wasser vermischt und 10 Minuten 
stehen gelassen, sodann mit 56 ccm Tributyrinlésung und 2 ccm 
NH,-NH,Cl-Puffer von py = 8,6 versetzt; 17,5°. 

a) Lésung aus gereinigtem Tributyrin; 60 Min. geschiittelt. 

Anfangszahl 122. Abnahme in 10’8, 20°15, 40°25, 60° 27, 
90’ 29, 120'29,5. Endwert (2 Std.) 92,5. 

b) Liésung aus 12 Tropfen Handelspraiparat mit 240 ccm 
Wasser. 

Anfangszahl 126. Abnahme in 10’ 7,5, 20’ 18,5, 40’ 21, 60° 23, 
90’ 23, 120’ 23,5. Endwert 102.5. 
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c) Lésung aus 1 g des durch die fiinfte bis elfte Waschung 
abgetrennten Oles von der Verseifungszahl 484. 

Anfangszahl 146. Abnahme in 10’7, 20’ 10, 40’ 11,5, 60’ 12, 
90’12, 120'12. Endwert 134. 

2. Beispiel mit Serumlipase. Angewandt war ein durch 
fraktionierte Fallung mit Ammonsulfat gereinigtes, getrocknetes 
Praparat; 2,000 ccm einer vor dem Versuch _bereiteten 
3°/,igen wiBrigen Liésung; 20°. 

a) Tributyrinlésung aus 5 Tropfen Handelspraparat, mit 
400 ccm Wasser 80 Min. geschiittelt. 

Anfangszahl 126,5. Abnahme in 10°13, 20’22,5, 40’29,5, 
6032, 90320. Endwert (60’) 94,5. 

b) Lésung aus gréBerer Menge Handelspraparat, 20 Std. 
geschiittelt. 

Anfangszahl 132. Abnahme in 10’6,5, 20'12, 40'18, 
60°22, 90°25, 120°26. Endwert (2 Std.) 106. 

c) Lésung aus noch gréBerer Menge Handelspraparat (5 g mit 
400 ccm), 80 Min. geschiittelt. 

Anfangszah] 135. Abnahme in 10’5, 20’9, 40’14, 60'17,5, 
90’20, 120’21. Endwert (2 Std.) 114. 

d) Lésung aus viel zu gro8er Menge Handelspriaparat (50 g 
mit 400 ccm) 2 Std. geschiittelt. 

Anfangszahl 155. Abnahme in 10’4,5, 20’7, 40’10, 60’12, 
90’14, 120'15. Endwert (2 Std.) 140. 


Zur Wahl der Wasserstoffionenkonzentration. 





Nachdem P. Rona?) die lipatische Wirkung verschiedener 
Organausziige unter Anwendung eines Phosphatpuffers von 
Pu = 7,5 bestimmt hatte, fanden P. Rona und Z. Bien”) die opti- 
male Wirkung der Pankreaslipase (vom Rind) in einer ziemlich 
breiten Zone von py = 8,4 bis etwa 9,0 und P. Rona und 
R. Pavlovic’) in einer soeben erschienenen Untersuchung (Pan- 
kreas ‘vom Menschen und Hund) bei p;; = 6,95 bis 8,0. 





1) Biochem. Zs. Bd. 32, S. 482 (1911). 
2) Biochem. Zs. Bd. 64, S. 13 (1914). 
*) Biochem. Zs. Bd. 134, S. 108 (1922/23). 
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Die Abhingigkeit der Lipasewirkung von der Wasserstofi- 
ionenkonzentration ist indessen keine einfache,') sie wird ,,durch 
ganz andere, kompliziertere Faktoren vorgetaéuscht oder ent- 
stellt“; nimlich ,der EKinfluB der Wasserstoffzahl wird von der 
Aktivierung und Hemmung durch Begleitstoffe und Reaktions- 
produkte iiberdeckt*. 

Mit einem Phosphatpuffer wiirden sich in unseren Ver- 
suchen die anzuwendenden Aktivatoren nicht vertragen; wir 
zogen ein etwas stiirker alkalisches Ammonchlorid-Ammoniak- 
cemisch vor (p}; =8,6 bei 18°), als die nachstehenden Versuche 
ergaben, daf die lipatische Reaktion auf Tributyrin auch in 
schwicher alkalischem oder in saurem Gebiet nicht unabhangig 
ist von den Fremdstoffen (Proteine, Seife), mit deren akti- 
vierender oder hemmender Wirkung gerechnet werden mub. 

Der Ammonchlorid - Ammoniakpuffer unserer Lipasebe- 
stimmung in konstant alkalischem Medium (1 Tl. 5n-NH, + 2Tle. 
5n-NH,Cl, py = 8,9 bei 30°) wiirde auf das lésliche Glycerid 
zu stark einwirken; aber das Gemisch von 1 Tl. 2,5 n-NH, + 
8 Tle. 2,5 n-NH,Cl la8t im Leerversuche das Tributyrin fast 
unversehrt, es bewirkt nimlich in 1 Stunde nur eine Abnahme der 
Tropfenzahl um 1. 

Phosphat- und Ammoniak-Ammonchloridpuffer erweisen 
sich in parallelen Lipasebestimmungen als gleichwertig. Die 
geringfiigigen Glycerinzusitze beeinflussen das Ergebnis nicht. 

1. Versuch; py = 4,7. 

0,25 com Glycerinauszug der Pankreasprobe Nr. II] wurden 
vor dem Versuche mit 1,75 com Wasser versetzt; 56 ccm Tri- 
butyrinlésung, 2 ccm Puffer (1 Tl. °/,-Natriumacetat, 1 TI. 
»/,-Kssigsaure). 

a) ohne Zusatz; das Enzym wurde mit den 1,75 ccm Wasser 
15 Min. stehen gelassen. 

Anfangszahl 125. Abnahme in 20’6, 40'10,5, 60°16,5, 
90°23, 12027. 

b) Die Lipase wurde mit 1,0 cem 3°/,iger Albuminlésung 
10 Min. stehen gelassen. 


 R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz und Fr. Memmen, 
diese Zs. Bd. 125, S. 93 (1922/23). 






10 Richard Willstatter und Friedrich Memmen, 





Anfangszah! 127. Abnahme in 20'4,5, 40’8, 60'10,5, 
90°16, 120°20. Der Zusatz des Albumins verursacht eine 
Hemmung um etwa ein Drittel. 


c) Zum Versuchsansatz mit nur 0,05 ccm Pankreasauszug 
kam ein Tropfen = 0,01 com 2°/,iger Natriumoleatlésung. 

Anfangszahl 124. Abnahme in 10’8, 20’12, 40'18, 90,27. 
Die kleine Seifenmenge hat die lipatische Wirkung aufs Zehn- 
fache gesteigert. 

2. Versuch; py = 7,5. 

0,10 com Glycerinextrakt der Pankreasprobe Nr. Il mit 
1,9 com Wasser, 56 ccm Butyrinlésung, 2 ccm Phosphatpuffer 
nach Sérensen. 


a) ohne Zusatz. 

Anfangszahl 127. Abnahme in 10'14, 2028. 

b) mit 1,0 ccm Albuminlésung und nur 0,9 com Wasser. 

Anfangszahl 127,5. Abnahme in 10’5, 20°10,5, 40°18, 
60'24,5. Die Butyrinspaltung ist also auf ein Drittel zuriick- 
gegangen. 

c) mit nur 0,02 ccm Glycerinauszug; die Mischung wurde 
mit 0,02 com Natriumoleatlésung versetzt. 

Anfangszahl 127. Abnahme in 10°18, 20’27, 4031. Die 
lipatische Wirkung ist aufs Fiinffache gesteigert. 


Hemmungs- und Aktivierungserscheinungen. 


Proteinwirkungen. 

Die schon von H. Davidsohn?) mit Magenlipase beob- 
achtete Proportionalitit zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und 
Enzymmenge findet man oft bestitigt bei den aus Pankreas 
bereiteten Glycerinlésungen der Lipase. Mitunter begegnen 
wir aber auch Fallen, in denen fiir einen bestimmten Umsatz 
das Produkt aus Enzymmenge und Reaktionszeit nicht konstant 
ist. Dafiir bietet der Glycerinauszug der Pankreasprobe Nr. IV 
ein Beispiel. 





1) Biochem. Zs. Bd. 49, S. 249 und zwar 268 (1913). 
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Stalagmometrische Bestimmung der lipatischen Tributyrinhydrolyse. 1] 


a) 0,0010 ccm Glycerinauszug.’) 

Anfangszahi 1357), Abnahme in 101, 20’°2, 40’4, 60’6, 
90’8,5. 

b) 0,0040 com derselben Glycerinlésung. 

Anfangszah] 134,5, Abnahme in 10’2, 20’4, 40’7, 60’ 11, 
90’ 16. 

c) 0,0160 ccm derselben Lipase. 

Anfangszahl 136, Abnahme in 10’ 4, 20’ 9, 40’ 15,5, 60’ 21. 

Die im Verhiltnis 1:4:16 stehenden Enzymmengen be- 
wirken die Abnahme um z. B. 10 Tropfen in 24 und 56 und 
100 Minuten. Anscheinend enthilt das Lipasepraparat mehr 
als andere von einem Hemmungskorper, der sich bei der mul- 
tiplen Enzymmenge im seiner gréBeren Konzentration stirker 
geltend macht. Da das gesamte Trockengewicht des Enzym- 
praparats gering ist, fiir 1 ccm héchstens 0,02 mg, handelt es 
sich um einen Begleitstoff, der in dieser Wirkung die im fol- 
genden gepriiften Proteine weit iibertrifit. Ein zur maximalen 
Hemmung ausreichender Zusatz von Albumin zu diesem Pan- 
kreasauszug wirkt derart ausgleichend, daB sich auch dieses 
Lipasepraparat der Regel fiigt, nach der fiir einen gewissen 
Grad der Tributyrinspaltung die Reaktionszeit der KEnzymmenge 
umgekehrt proportional ist. 

Glycerinauszug der Pankreasprobe Nr. IV mit 60 mg Al- 
bumin versetzt. In der geringsten Konzentration der Lipase 
hat nun ihre zehnfache Menge die friihere Wirkung. 

a) 0,010 ccm Lipase. 

Anfangszahl 135, Abnahme in 20’ 2, 40’ 4, 60’6,5. 

b) 0,020 ccm Lipase. 

Anfangszahl 133, Abnahme in 20’ 4, 40°8, 60° 11. 

c) 0,040 ccm Lipase. 





1) Zur Abmessung der kleinen Volumina wurden die Glycerin- 
extrakte mit 87°/, igen Glycerin auf das 50- oder 100fache verdiinnt 
und in Hundertstel ccm geteilte MeBpipetten verwendet. 

2) Fiir einen Teil der Versuche, den man an zu hohen Anfangs- 
zahlen erkennt, ist das Tributyrin noch ohne Reinigung verwendet 
worden. 
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Anfangszahl 133, Abnahme in 20'7, 40'13,5, 60’ 18. 











Der Grad der Hemmung 1aBt sich fiir das angewandte 
Enzympraparat nicht genau angeben, da es ohne ausgleichende 


Tabelle 2. 


cae der Pankreaslipase durch Albumin und Pepton. 








0,010 eem Glycerinauszug Sie Paalsenerhe Nr. Il 























ohne Zusatz mit 30 mg 
Minuten |— =. Albumin und 
15" mit 2 ccm Pept ® | 2eem H,O 
sofort bestimmt | H,O stehen — 15’ stehen 
| gelassen | gelassen 
0 (25) | (124,5) | (125,5) (125) | (125) 
, " 9 9 





Hi) 
6 





Die Hemmung der Tributyrinspaltung durch Proteine wird nic 
in den folgenden Versuchen an Pankreaslipase und an Magen- Pa 
lipase genauer verfolgt und zwar mit EKieralbumin und mit be 
Pepton aus Albumin. d. 

Vorversuch mit Albumin allein (50 mg), mit dem Puffer gl 
(p, = 8,6) und Tributyrinlésung. 

Antfangszahl 136, Abnahme in 10'1, 20'1, 400, 60°1. ge 

In den Versuchen mit Glycerinextrakt der Pankreasprobe nu 
Nr. IV, die in der Tabelle 1 zusammengestellt sind, war die WC 
Hemmung maximal mit Albuminmengen, die zwischen 1 und vi 
2,5 mg liegen. ty 

Tabelle 1. U 
ee der lipatischen Butyrinspaltung durch Albumin. d 
= a eeeeeeee sf 
5 0,0040 cem ‘Saas (Gly iii: 0,010 cem n 
3 Nr. IV) mit Albumin (mg) mit Albumin (mg) 
= o (25 | 5 | 10 | 60 13 5 | 60 
Fences | u 
| | | 
0 (134) | (134) (134) | (135) | (136) (137). (187) | (137) | (136) 
10 1,5 | 1 aie. es 2 | 2 
20 $5 | 2 : i 2.4 5 | 45] 85] 8 
40 7 Rs) 3 | 8 10 S517 | 6S 
60 10, 6 ) 4 4,5 14 12 6:6 ld|| & 





te 
le 
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Hemmung der Proportionalitat von Menge und Geschwindigkeit 
nicht folgt. Die Beobachtung wurde deshalb mit einem anderen 
Pankreasauszug wiederholt. Nach den Versuchen der T'abelle 2 
betragt die Hemmung durch Albumin oder Pepton etwa 80°/,, 
d. h. mit dem Zusatz ist die fiinffache Enzymmenge fiir die 
gleiche Wirkung ndotig. 

Anders war das Verhalten von Magenlipase, die aus der 
getrockneten Schleimhaut und dem Muskelgewebe des Schweine- 
magens extrahiert war. Es kam zwar in einigen Beispielen 
vor, daB Albumin auch hier hemmend wirkte, wennschon in 
viel geringerem MaSe (um etwa 20°/,), in anderen Fallen aber 
trat iiberhaupt kein EinfluB des Albuminzusatzes zutage. Der 
Unterschied gegeniiber dem Pankreasenzyme beruht darauf, 
daB diese Darstellungen von Magenlipase reich an Protein- 
stoffen und daher an sich entweder bedeutend oder sogar 
maximal gehemmt sind. 

1. Versuch; mit wiBrigem Magenauszug, der im Vakuum 
unter Glycerinzusatz eingedampft worden; angewandt 0,2 ccm, 

a) Ohne Zusatz. 

Anfangszahl 137, Abnahme in 20’ 9, 40’ 15,5, 60’ 19,5. 

b) Mit 60 mg Albumin. 

Anfangszahl 137, Abnahme in 20’ 9,5, 40’ 16, 60’ 19,5. 

2. Versuch; mit einem anderen wiBrigen Auszug (0,25 g 
Trockensubstanz in 10 ccm Wasser bei 30° behandelt); an- 
sewandt 2,0 ccm. 

a) Ohne Zusatz. 

Anfangszahl 132, Abnahme in 20’ 6, 40’ 12, 60° 17. 

b) Mit 15 mg Albumin. 

Anfangszahl 131, Abnahme in 20’ 4,5, 40’ 9, 60’ 13. 

Die Magenlipase wirkt daher in diesem unreinen Zustand 
infolge ihres Proteingehaltes hemmend auf Pankreaslipase. 
Vermischte man zwei ungefaihr gleich wirksame lipatische 
Glycerinausziige, wovon der eine aus Pankreasdriise (Nr. IV), 
der andere aus dem Fundusteile des Schweinemagens bereitet 
war, so erwies sich das Gemisch kaum als wirksamer wie jede 
seiner Komponenten. 
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a) 0,0040 com Pankreaslipase. 

Anfangszahl 129,5, Abnahme in 20’ 3,5, 40’ 7, 60’ 11, 

b) 0,40 com Magenlipase. 

Anfangszah] 129, Abnahme in 20’ 3, 40’ 7, 60’ 10. 

c) Mit dem Gemisch der beiden Lipasen. 

Anfangszahlen 129 (129), Abnahmen in 20’ 4,5 und 4, 
40’ 8 und 8, 60’ 13 und 12. 

Diese Hemmungswirkung des lipatischen Magenauszugs 
bleibt auch beim Kochen erhalten. Dabei wird die lipatische 
Wirkung schwierig und unvollstiindig zerstért, da das Enzym 
durch eine ungewohnlich groBe Masse von Begleitstoffen ge- 
schiitzt ist. 

Versuch mit Kochsaft, aus der Magenlipase durch Ein- 
tragen in siedendes Wasser, einstiindiges Erhitzen und Fil- 
trieren dargestellt. 

a) Wirkung des Kochsaftes allein (1,0 ccm). 

Anfangszahl 132,5, Abnahme in 20’ 1,5, 40’ 4, 60’ 5 
90° 7%. 

b) 0,0100 ccm Glycerinauszug der Pankreasprobe Nr. IV 
nach 15 Minuten Stehen mit 1,5 ccm Wasser. 

Anfangszahl 132,5, Abnahme in 20’ 6,5, 40’ 10,5, 60’ 13,5, 
90° 17, 

c) Dieselbe Menge Pankreaslipase, mit 1,0 com Kochsaft 
und 0,5 ccm Wasser versetzt und 15 Minuten stehen gelassen. 

Anfangszah] 132,0, Abnahme in 20’ 4, 40’ 7, 60’ 9,5, 
90’ 12. 

Durch den Nachweis, daB die lipatische Wirkung des 
Magenextraktes eine gehemmte ist, wird es erklirlich, daB die 
Reinigung des Enzyms trotz unvermeidlicher Verluste scheinbar 
zu Ausbeuten von mehr als 100°/, fihrt. Die Lipase wird 
eben dabei an Proteinen irmer. Ein aus dem Cardiateil des 
Schweinemagens (Schleimhaut und Muskelgewebe) gewonnener 
glycerinhaltiger wiBriger Auszug (5,0 ccm) wurde zweimal durch 
Adsorption aus verdiinnter, schwach essigsaurer Lésung mit 
Aluminiumhydroxyd (Sorte B) und Elution mit glycerinhaltigem 
21/, basischem Ammonphosphat gereinigt. Die mit Essigsiure 
neutralisierte, noch Phosphat und Glycerin enthaltende Elution 





11, 








stalagmometrische Bestimmung der lipatischen Tributyrinhydrolyse. 15 


brachten wir auf das Volumen von 50 ccm, so da die Kon- 
zentration der Lipase ein Zehntel der urspriinglichen sein 
sollte. Der Vergleich der Butyrinspaltung ergab nun, daB die 
gesamte Elution etwa die doppelte enzymatische Wirkung wie 
die angewandte rohe Lipase besaB. 

a) Mit 0,100 ccm roher Lipase, ohne Zusatz. 

Anfangszahl 131, Abnahme in 20’ 8, 40’ 13, 60’ 17. 

b) Mit 0,500 ccm Elution, ohne Zusatz. 

Anfangszahl 133, Abnahme in 20’ 13, 40’ 19, 60’ 23. 


Als wir aber diesen Vergleich mit den Zusitzen wieder- 
holten, die fiir unsere Bestimmungsmethode im folgenden ein- 
gefihrt werden, verschwand der Widerspruch. Die Elution 
entsprach in ihrem Werte etwa der Hialfte des zu ihrer Ge- 
winnung angewandten Rohmaterials, also einer fiir die zwei- 
malige Adsorption und Elution plausibeln praparativen Aus- 
heute. 

a) Mit 0,025 ccm roher Lipase und Zusatz von Albumin, 
Calciumchlorid und Natriumoleat. 

Anfangszahl 140, Abnahme in 10’ 10,5, 20’ 16, 40’ 21. 

b) Mit 0,250 ccm Elution und denselben Zusitzen. 

Anfangszahl 135, Abnahme in 10’ 5,5, 20° 9, 40’ 15. 


Die Beobachtungen am Albumin und Pepton lassen keine 
Verallgemeinerung zu auf die Wirkungen der Proteine und 
namentlich ihrer Abbauprodukte. Es gibt Aminosiuren wie 
Alanin und einfache Peptide, z. B. Leucylglycin, bei denen man 
statt auf Hemmung auf aktivierende Wirkung trifft und bei 
einem Tripeptide, dem Leucylglycylglycin von E. Fischer’), 
begegnen wir sogar einem auBerordentlich starken Aktivierungs- 
vermégen (T'abelle 3 und Fig. 2), nimlich mit 30 mg Peptid 
einer Steigerung der lipatischen Wirkung um 500 bis 600°/,. 
Kir maximale Aktivierung ist von dem Tripeptid eine be- 
deutende Menge nétig; bei der Halfte der angegebenen Menge 
Leucylglycylglycin ging die Aktivierung auf etwa 300°/, zuriick. 


1) Chem. Ber. Bd. 36, S. 2982 und zwar 2990 (1903). Fir die freund- 
liche Uberlassung des Praparates sind wir Herrn Dr. Hermann Fischer 


zu Dank verpflichtet. 
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Tabelle 3. 
Aktivierung der lipatischen Butyrinspaltung durch Alanin und Peptide 











ws j » ‘To » Nr 
Angewandt von Pankre asprobe Nr. I 0,0020 cem 
0,010 com Glycerinauszug 
N a » } i , . | 
2 Mit Zusatz von 30 mg Ss ow 7 ee 
Minuten 2 »~ | slyey glyciu x 
N | ; l a4 5 | 
Y | & he | Dee 5% | w.| g . 
= = of | 9 oo e aS — V 
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60 27.5 | 29 — — it 13,5 | 98 ¥ 
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Fig. 2. 
Tributyriospaltung, mit Aktivierung durch Leucylglycylglycin. 


| | 
| 


Der Zusatz von Albumin, der zum Ausgleich vorkommender 
Proteinhemmungen erforderlich erscheint, schrankt einen Vorteil 
der stalagmometrischen Methode ein, nimlich die Méglichkeit 
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der Analyse mit sehr kleinen Enzymmengen. Die Hemmung 
wird indessen ausgeglichen und iibersteigert durch Zusitze 
a zum Zwecke der ausgleichenden Aktivierung. 


Seifenwirkungen. 

cy) Glykocholsaures Natrium iibt schon in geringer Kon- 
po zentration aktivierende Wirkung aus, die z. B., wie sich aus 
der Tabelle 4 ergibt, 100 bis 200°/, betragt. Mit gréBeren 
Mengen des gallensauren Salzes nimmt diese Wirkung nicht 
zu, sondern sie wird eher abgeschwicht. Die giinstigen Ad- 
22.5) sorptionsverhiltnisse fiir Enzym und Substrat, die sich mit 
9 kleinen Gallenmengen einstellen lassen, werden durch einen 
‘ UberschuB desselben Mittels gestért. Die Aktivierung (um 
200°/,) durch sehr geringe Mengen (0,05 mg) glykocholsaures 
Natrium erfolgt auch in saurem Medium (p, = 4,7). 


Tabelle 4, 
Aktivierung der Tributyrinspaltung durch Natriumglykocholat. 





Angewandt von Pankreasprobe Nr. I 0,0020 cem 
mit glykocholsaurem Natrium 





Ohne Zusatz | 


Minuten 





0,05 0,08 | 0,09 | 0,10 | 1,0 | 5,0 |10,0 mg 


0 (124,5) | (125) | (125) | (125) | (125) | (126,5) (129) | (11,5) 
10 2,5 2; 2 | 6 6,5.| 7 ( 5,5 
20 5 5 | 45 | 11,5 | 135 | 14 | 12 12 
40 11 10,5 | 11,5 | 25,5 | 26 2 | 22 

60 16 15,5 | 16 30) 29 28 | 24,5 | 2 





Fiir den Zweck der ausgleichenden Aktivierung erscheint 
das glykocholsaure Salz nicht geeignet. Es setzt im Gegen- 
satz zum fettsauren Salze seine aktivierende Wirkung neben 
Proteinen nicht geniigend durch. Eine durch Albumin stark 
gehemmte Lipaselésung wird niimlich durch Natriumglykocholat 
nur etwa zum doppelten Werte aktiviert. 

1. Versuch. a) 0,010 ccm Glycerinauszug aus Pankreas- 
probe Nr. I mit 2,0 com Wasser + 30 mg Albumin. 

Anfangszahl 125, Abnahme in 20’ 5,5, 40’ 11, 60’ 17. 

b) Mit Zusatz von 5 mg glykocholsaurem Natrium. 

Anfangszahl 127, Abnahme in 20’ 10, 40’ 18, 60’ 23. 


ler 
ell 


eit Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIX. 2 


; 
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2. Versuch. a) 0,020 ccm Glycerinauszug aus Pankreas- 
probe Nr. IV mit 60 mg Albumin. 

Anfangszah] 131,5, Abnahme in 20’ 6, 40’ 9, 60’ 11. 

b) Mit Zusatz von 10 mg glykocholsaurem Natrium. 

Anfangszahl 136, Abnahme in 20’ 8, 40’ 11,5, 60’ 15. 

Olsaures Natrium wirkt ihnlich aktivierend nach den 
Versuchen der Tabelle 5, die eine Steigerung der Reaktions- 
geschwindigkeit um fast 200°/, ergeben. Wahrscheinlich er- 
folet dabei durch hydrolytische Dissoziation der Seife die 
Bildung von Kolloidteilchen aus saurem 6lsaurem Salze. Fiir 
die Aktivierung geniigen wieder gewisse, auffallend kleine Kon- 
zentrationen, wihrend gréBere Seifenmengen den giinstigen 
Zustand von Enzym und Tributyrin im komplexen Adsorbate 
storen. 

















Tabelle 5. 
Lipatische Butyrinspaltung unter Zusatz von Seife. 

& Angewandt von Pankreasprobe Nr. I 0,0020 cem 
& | Ohne | Mit by, ea ee | 20,0 mg 
= Zusatz | 0,0063 ee ae | ais id a \Natr. oleat 

= — eis - = > = | | i = 

0 (125) | (125) | (125) | (425) | (128) | (131) | (141) | (146) 
10 2 | 3 6 | #19 7) 55] 2 
20 5 | 6,5 a | i | 144 | 95 | 4,5 
40 10,5 13 25,5 | 26 | 26 26 | 18 12 
60 15 19 82 81 | 30, | 30 |26 | 17 








Bemerkenswert ist das Verhalten des Natriumoleats bei 
Gegenwart von Albumin. Ks existiert keine Hemmung mehr 
durch das Albumin, sondern das gekoppelte Adsorbens Albumin 
mit Seife ergibt eine iiber die Aktivierung durch die Seife 
allein hinausgehende Steigerung. 

Versuch mit 0,0020 ccm Glycerinauszug der Pankreasprobe 
Nr. IIT. 

a) Ohne Albumin. Die Lipase wurde mit i,5 ccm Wasser 
15 Minuten stehen gelassen; Zusatz von 0,5 ccm 2°/,igem Na- 
triumoleat. 


Anfangszahl 142, Abnahme in 20’ 3,5, 40’ 6,5, 60’ 9,5, 
90° 12, 


Vinuteit 





or 





Ohne Zusatz | 


~ 
re 
wo 
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b) Ebenso unter Zusatz von 30 mg Albumin. 

Anfangszahl 142, Abnahme in 20’ 6, 40’ 11, 60’ 16, 
90’ 21. 

Calciumoleat. Es war nach unseren friiheren Ergeb- 
nissen zu erwarten und bestitigte sich, daB das élsaure Calcium 
sich besser zur Aktivierung eignet als das Natriumsalz. Die 
Geschwindigkeit wird bis etwa aufs Zehnfache gesteigert und 
zwar wird die maximale Aktivierung mit sehr kleinen Mengen 
Calciumoleat erzielt. Von den Beispielen der Tabelle 6 ist 
das eine, mit Glycerinextrakt der Pankreasprobe Nr. III, ver- 
gleichbar mit dem letzten Versuche mit Natriumoleat mit und 
ohne Albumin. 

Tabelle 6. 


Aktivierung der Lipase durch Calciumoleat. 





Ohne Zusatz | 





























Die Wirkung des Calciumoleats wird wenig beeinfluBt von 
KiweiBstoffen, von zugesetztem Albumin oder den natiirlichen 
Begleitern der Lipase. Eine Verstirkung der Kalkseifenakti- 
vierung durch Albumin wurde hier im Gegensatz zu unseren 
Beobachtungen mit Olivenédl und mit Buttersiuremethylester 
nie beobachtet. Ks macht wenig Unterschied, ob man die 
Lipase unter Zusatz von Natriumoleat + Calciumchlorid be- 
stimmt oder aber nach der maximalen Hemmung durch Al- 
bumin. Neben der Kalkseife macht sich anwesendes Albumin 
bei der stalagmometrischen Messung entweder gar nicht be- 
merkbar oder es verursacht nur eine unbedeutende Vermin- 


derung der hochgesteigerten Geschwindigkeit (Tabelle 7). 
Q* 


: ‘ ; 0,0020 eem aus Pankr. Nr. III 
0,0010 cem Lipase aus Pankr. Nr. IV gti ' 
id ae ss — Mit Calciumchlorid 
, N36 & 
re 2 | a p, o8 1,2 mg 
Mit Calciumchlorid 0,13 mg)2,5 mg|5,0mg|10,0mgi 2:2 S23 Mit Natriumcleat 
Mit Natriumoleat 0,068 ,, |2,5 ,, [5,0 ,, (100, |S A 5 0,4 mg 
; mM _——— aa 
36) (137) |(141,5)|(141,5)] (141,5)| (126) (125,5) 
5,5 6 3 3 4 10 
D 9 8,51 7,5] 5,5 8 | 16 
15 15 | 12 10 1 | 27,5 
19 18 | 16 15 22 31 
| | 








a ann 
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Tabelle 7. 
Kinflu8 von Albumin zusammen mit Calciumoleat auf die Butyrinspaltung. 
0,0006 ecm Lipase aus Pankr. 0,0010 cem Lipase aus 
Nr. 1 mit 10 mg CaCl, + 10 mg — Pankr. Nr. 1V mit 
Natriumoleat me 15mg CaCl, + 2,5 mg 
Minuten |— Mit diese Natriumoleat 
iV11 r es —— -— ——_-+__— 
Penal | Img | 3mg |30 mg areiatens Ohne | Mit 30mg 
| Albumin Albumin | Albumin 
o | (132) | (181) (132) (132) | (127) (136) | (137) 
10 5 5 | 4,5| 5,5 1 . 4 
20 7,5 8 | 85) 9 2 : 4 6 
40 14,5 14 | 15,5] 16 4 12 10,5 
60 23 | 22 | 28,5] 24 6,5 17 15 
| | 








Unter den Lipasen aus Organen und Geweben kommen 
Praiparate vor mit so geringem Gehalt an Enzym und so groBem 
an Fremdkoérpern, daB sie weitgehend oder maximal gehemmt 
wirken. Es ist aber auch die Gegenwart von Aktivatoren 
nach Art des Leucylglycylglycins nicht ausgeschlossen. Ana- 
lysen der verschiedenen Darstellungen von Lipase ohne Riick- 
sicht auf solche Beimischungen ergeben daher willkiirliche und 
innerhalb sehr weiter Grenzen schwankende Werte. Beim Ver- 
gleich der Lipasen aus den Organen eines und desselben Tieres 
kénnen Fehler von T'ausenden von Prozenten auftreten. Man 
kann nun, um fiir die Bestimmung der Lipase gegeniiber den 
Wirkungen der begleitenden Fremdkérper einen Ausgleich zu 
erzielen, zunaichst mit Hilfe von Albumin eine maximale Hem- 
mung und dann eine diese ausgleichende und iibersteigernde 
Aktivierung durch Zusatz von Natriumoleat + Calciumchlorid 
bewirken. Das folgende Beispiel gibt einen Vergleich von 
Lipase, die mit Albumin gehemmt, und die andererseits mit 
Albumin + Calciumoleat aktiviert ist. Die Wirkung des ge- 
hemmten EKnzyms wird von 3/,,—1/,, der Menge an aktiviertem 
geleistet. 


Versuch mit Glycerinlésung der Lipase aus Pankreas- 
probe Nr. IV. 

a) 0,040 com mit 30 mg Albumin (15’ mit der Albumin- 
lésung stehen gelassen). 
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Anfangszah] 133,5, Abnahme in 10’ 4, 20’ 5,5, 40’ 9,5, 
60’ 12. 

b) 0,0050 com mit 30 mg Albumin, 10 mg Natriumoleat. 
10 mg Calciumchlorid. 

Anfangszahl 136,5, Abnahme in 10’ 15, 20’ 23,5. 

Da aber die EiweiBwirkung in solchem Mae durch die 
Kalkseife iiberwunden ist, erscheint uns der Zusatz von Albumin 
fiir die Lipasebestimmung nicht eben als wichtig. Dennoch 
soll nicht darauf verzichtet werden, weil die groBen Eiweib- 
mengen in manchen Lipasevorkommen (Magen, Serum) einen 
sewissen, wenn auch nicht bedeutenden Hinflub auf die Zahlen 
ausiiben kénnen und den Vergleich der rohen und der ge- 
reinigten Praparate unsicher oder ungenau zu machen drohen. 

Die aktivierenden Zusiitze, die sich aus diesen Versuchen 
fir den Zweck der Bestimmung ergeben, geniigen sogar zum 
Ausgleich so aubergewohnlicher Wirkungen, wie sie beispiels- 
weise Leucylglycylglycin ausiibt. Bei Gegenwart von Albumin 
und Natriumoleat + Calciumchlorid verursacht das Tripeptid 
nur mehr eine geringfiigige Erhéhung. 

Versuch mit 0,0005 com Glycerinextrakt aus Pankreasprobe 
Nr. I, Enzym zunichst mit 1,0 ccm H,O 15’ stehen gelassen. 

a) Mit Zusatz von 30 mg Albumin, 10 mg Calciumchlorid, 
10 mg Natriumoleat. 

Anfangszahl 124, Abnahme in 20’ 2,5, 40’ 5, 60’ 7,5, 80’ 11.5. 

b) Mit denselben Zusiittzen und mit 14,8 mg Leucylglycyl- 
glycin gelést in 1 com H,O, Enzym hatte damit 15’ gestanden. 

Anfangszahl 124, Abnahme in 20’ 2,5, 40’5,5, 60’ 9, 80’ 13. 

Bei diesen Erscheinungen der Hemmung und Aktivierung 
sind noch einige eigentiimliche und komplizierte Abhiingig- 
keiten von der Vorbehandlung der Lipase zu beriicksichtigen. 
Glycerinlésungen gaben z. B. etwas differierende Werte, je nach- 
dem die Proben mit Wasser verdiinnt sofort oder nach einigem 
Stehen zur Analyse dienten. Bei der Bestimmung ohne Zu- 
siitze wurde durch 15 Minuten?) langes Stehen der Analysen- 
proben von Glycerinausziigen oder glycerinreichen Elutionen 


') Bei 7—50 Minuten langem Stehen waren die Ausschlige gleich. 
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der Pankreaslipase mit 1—2 ccm Wasser regelmiibig eine 
Steigerung um 25—35°/, hervorgerufen. Hingegen wurden 
bei der Bestimmung mit den Zusitzen von Albumin und Cal- 
ciumoleat durch dieses Stehenlassen ungefaihr ebenso groBe 
Abschwichungen verursacht. Vermischten wir aber lipatische 
Glycerinausziige mit Albuminlésung, so waren keine Differenzen 
zu beobachten, sei es, daB man die Bestimmung unter Zusatz 
von Calciumoleat sofort oder nach einigem Stehen ausfiihrte. 


Bestimmungsmethode. 


Auf die ausgleichende Aktivierung der lipatischen Spaltung 
des Tributyrins griindet sich die Bestimmungsmethode mittels 
der stalagmometrischen Messung. Zu diesem Ende wurde die 
Beziehung zwischen 'lropfenabnahme und Reaktionszeit unter 
den ausprobierten Bedingungen fiir eine Menge Lipase aus 
Schweinepankreas untersucht, die einen einfachen Bruchteil 
der durch Olspaltung definierten Lipaseeinheit ausmacht, nim- 
lich 0,001 L.-E. Vergleichende Bestimmungen (Tabelle 8) mit 
dieser Menge und mit 0,002 und 0,003 L.-E. ergaben, daf 
unter den gewihlten Bedingungen der ausgleichenden Kinfliisse 
und innerhalb des fiir die Messung in Betracht kommenden 
Bereichs von Lipasemengen die Proportionalitiit zwischen Re- 
aktionszeit und Enzymmenge genaue Geltung hat. Kine zweite 
Versuchsreihe (dieselbe Tabelle) mit einem Glycerinextrakt aus 
getrocknetem Schafspankreas (bereitet aus '/, kg frischer Driisen) 
bestatigte die Konstanz von KEnzymmenge x Zeit fiir einen be- 
stimmten Umsatz. 

Aus diesen Messungen mit den verschiedenen Mengen 
Lipase sowohl vom Schweine- wie vom Schafspankreas leitet 
sich eine und dieselbe Kurve her, die in der Figur 3 wieder- 
gegeben wird. Sie stellt fiir die als Kinheit der stalagmo- 
metrischen Messung gewihlte Menge von 0,001 L.-E. die Ab- 
nahme der Tropfenzahl in verschiedenen Zeiten dar. Die 
Beziehung der Kinheit fir die Tributyrinspaltung zur Hinheit 
fiir die Olspaltung 1iBt sich nicht so verallgemeinern. dab 
sie fir Lipase jeglicher Herkunft gilt. Unabhangig von 
dieser Beziehung zur L.-E. wird daher diejenige Enzym- 
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Tabelle 8. 


Lipasekonzentration und Umsatz. 
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Fig. 3. 





Zeitlicher Verlauf der Tributyrinspaltung durch 1 B.-E. 


menge als Hinheit der lipatischen Spaltung des Tributyrins 
gewahlt, die eine Abnahme um 20 Tropfen, d.i. um etwa 
die Hialfte der Differenz zwischen den Tropfenzahlen von 
reiner Tributyrinlésung und von reinem Wasser in 50 Minuten 
Diese Menge wird als Butyraseeinheit (B.-E,) 


bewirkt. 
bezeichnet. 


Pankreasprobe Nr. III enthalten. 


Sie ist z. B. in 0,0011 ccm Glycerinauszug der 





24 Richard Willstitter und Friedrich Memmen, 


Um unbekannte Enzymmengen zu messen, suchen wir die 
Analysenproben so zu wahlen, da sie nicht wesentlich hoher 
sind als das Zweifache und nicht weniger als ein Fiinftel der B.-E. 


Die durch Vorversuche ermittelte geeignete Enzymmenge, 
deren Volumen oft sehr gering ist, wird mit der Lisung von 
30 mg Kieralbumin (gewoéhnlich 1/,—1 ccm) mit 0,5 ccm 2°/, iger 
CaCl,-Lésung (10 mg), 56 ccm Tributyrinlésung aus gereinigtem 
Praparat und dann sofort mit 2ccm NH,ClI—NH,-Puffer (1 Teil 
2,5 n-NH, + 8 Teile 2,5 n-NH,Cl; p,, = 8,6 bei 18°) sowie 0,5 com 
2°/,iger Lésung von Natriumoleat versetzt, so daB das gesamte 
Volumen 60 ccm betrigt. Daraut wird alsbald die Anfangs- 
tropfenzahl gemessen und bei einer Temperatur von 20° die 
Abnahme in Abstinden von 20 Minuten 3—4mal bestimmt. 
Ist es nétig, gréBere Mengen verdiinnter wiBriger Lésungen 
zu analysieren, so kann man am Albumin und der Calcium- 
chloridlésung etwas Volumen einsparen. 


Wenn die analysierte Enzymmenge int, Min. Tropfenabnahme 
um 2 bewirkt hat, so hitte nach der Figur 3 1 B.-E. die gleiche 
Abnahme in ¢ Min. herbeigefiihrt; also ist die gesuchte Menge 
= — B-E. 


Verhaltnis der Zeitwerte fiir Olspaltung und Tri- 
butyrinspaltung. Den Quotienten der beiden Hydrolysen- 
zeitwerte, der mit der Pankreasprobe Nr. III ermittelt war, 
fanden wir annihernd bestitigt (die Genauigkeitsgrenzen liegen 
zwischen + 10°/,, wozu hier noch die Fehler der Olbestimmung 
hinzukommen) bei den anderen untersuchten Proben von 
Schweinepankreas, die nicht aus den Organen einzelner Tiere 
hergestellt, sondern groBe Sammelportionen waren. Die Pankreas- 
probe Nr. III stammte aus 87,1 kg, Nr. I aus 5,75, Nr. IV aus 
12,5 kg Rohdriisen'), und zwar letzteres Material aus Mast- 
schweinen vom Bakonyerwalde. 

Versuch mit Pankreasprobe Nr. I. 

Mit je 0,0010 ccm: Anfangszahl 130, Abnahme in 20’ 15 





) Vgl. II. Abhandlung, Diese Zs. Bd. 125, S. 182 und zwar S. 150 
und 168 (1922/23). 
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und 14,5, 40’ 26,5 und 25,5, 60’ 31 und 30,5. Gef. 1,8 und 
1,7 B.-E. 

Mit 0,0006 ccm. Nach 20 Minuten 9, 40’ 16,5, 60’ 24. 
Gef. 1,0 B.-E. 

Da 1,0 ccm 2,4 L.-E. enthielt, so ist 1 L.-E. = 720 B.-E. 

Versuch mit Pankreasprobe Nr. IV. 

Mit 0,10 com: Anfangszahl 130, Abnahme in 20’ 8, 40’ 15, 
60’ 21. Gef. 0,9 B.-E. 

Da 1,0 ccm 0,011 L.-E, enthielt, entspricht 1 L.-E. 820 B.-E. 

Die beim Schweine- und Schafspankreas beobachtete an- 
nihernde Ubereinstimmung der Einheiten fir Ol- und Tri- 
butyrinspaltung hat keine allgemeine Geltung. Bei 2 Proben 
von Pferdepankreas fanden wir groBe Abweichungen von dem 
Verhaltnis 1 B.-E. = 0,001 L.-E. Die Einheit der lipatischen 
‘Tributyrinspaltung entsprach nimlich a) 0,0033, b) 0,0062 L.-E. 
Diese Abweichungen beruhen entweder darauf, daB die an 
einem Organpraparat ausprobierten ausgleichenden Aktivie- 
rungen der Ol- und der Butyrinspaltung bei einem anderen 
Material nicht geniigen, um den Kinflu8 der vielleicht anders- 
artigen begleitenden Fremdkérper zu iiberwinden, die im Ver- 
lauf der Reinigung abgetrennt werden kénnten. Oder die 
Affinitiiten der Lipase zu den Substraten kénnen auch von 
Begleitstoffen, die dem Enzym besonders nahe stehen und nicht 
abgetrennt werden kénnen, so beeinfluBt werden, daB die 
Messung in den willkiirlich gewahlten Adsorbatzustinden durch 
spezifische Hemmung zu verinderlichen Verhiltnissen der Zeit 
werte fiihrt. 





Untersuchungen 
tiber den Phosphorstoffwechsel des Nervensystems. 


If. Mitteilung. 


Der Phosphorumsatz unter verschiedenen Bedingungen. 


Von 


Elisabeth Hecker. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Rostock.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. April 1923.) 


In der I. Mitteilung') wurden die Methodik und die Ana- 
lysenresultate mitgeteilt. Im folgenden soll iiber die Ergebnisse 
der Untersuchung des P-Umsatzes unter verschiedenen Be- 
dingungen berichtet werden. 


1. P-Umsatz unter gewohnlichen Bedingungen. 


Die eine Hilfte des lingshalbierten Zentralnervensystems 








(in der Folge abgekiirzt CNS) wurde sofort verascht (in der 
Tabelle I. 
17 7 , 
P-Ge- ___—P-Umsatz_ icameinesiaiecaiegs 
Ver- halt P-Ge- | in °/, der frischen Substanz | 
halt am berechnet aus | in %, 
Nr.} suchs- vor End ae aot, al ‘cane 
dauer |Beginn| “"°° | d. Differenz d. d. P-Gabalis aes 
in o, | in °l) | P-Gehalts der des Wilieats | P-Gehalts 
° CNS-Hiilften . 
1 | 24 Stdn. | 0,2106 | 0,1775 0,0331 — % | 15,71 
2] 24 ,, | 0,2161 | 0,1806 0,0355 — » | 16,42 
3 1 8 0,1950 | 0,1601 0,0349 0,0335 | 17,89 
4 8 0,1567 | 0,1344 0,0223 0,0221 | 14,23 














1) E. Hecker u. H. Winterstein, Diese Zs. Bd. 128, S. 302 (1923). 


*) Bei Versuch 1 und 2 ist der P-Gehalt des Filtrats nicht an- 
gegeben, weil es nicht gelang, eine befriedigende Ubereinstimmung 
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Tabelle mit ,,vor Beginn“ ausgedriickt), die andere in 6 ccm 
einer 0,7°/,igen NaCl-Lisung unter stindiger O,-Durch- 
leitung bei Zimmertemperatur aufbewahrt (in der Tabelle mit 
,am Ende“ bezeichnet). Die Ergebnisse sind in Tabelle I zu- 
sammengestellt. Siamtliche Prozentzahlen beziehen sich auf 
das Anfangsgewicht der frischen Substanz. 

Die Tabelle zeigt, daB das iiberlebende CNS im Mittel 
16,06°/, seines P-Gehalts wihrend des Versuchs einbiiBt. 


2. Der EinfluB der Versuchsdauer auf die GréBe des 
P-Umsatzes. 


Schon die beiden letzten Versuche der Tabelle | zeigen, 
daB der P-Umsatz in 8 Stunden ebenso grof ist wie der in 
24 Stunden. Zur genaueren Feststellung des zeitlichen Ver- 
laufs des P-Stoffwechsels wurden Versuche angesetzt, in denen 
beide CNS-Hilften zunichst fiir 8 Stunden in der O,-durch- 
strémten NaCl-Lésung aufbewahrt wurden; dann wurde die 
eine Hilfte und ihr Filtrat verascht, die zweite Halfte kam 
fiir 16 Stunden in eine frische NaCl-Loésung (natiirlich wieder 
unter O,-Durchleitung) und wurde genau wie die erste Hilfte 

Tabelle II. 





P-Umsatz in °/, der frischen Substanz 
a oe /o 
1“ ] — I a (berechnet aus dem P-Gehalt des Filtrats) 
Nr. nac nach eee et ee eee 
8 Stunden | 24 Stunden in den ersten in den folgenden 
8 Stunden 16 Stunden 
1 | 0.1596 0,1611 1. ene BARNS 0,0007 
uo , 2. ., 0,0343 nea 
b> °38 0,0133 
{ 1589 0.1594 : 0.001 
‘i , 2, 0,013 0 














zwischen dem aus dem P-Gehalt der CNS-Hilften errechneten und dem 
im Filtrat gefundenen Wert zu erzielen. Erst nachdem die zur Durch- 
leitung des O dienenden Glasréhren zur Erzielung feiner Gasblaschen 
nicht mehr mit Wattebiiuschen verstopft, sondern einfach capillar zu- 
gespitzt wurden, und die Bestimmung der P-Abgabe nicht durch Unter- 
suchung der ganzen Flissigkeitsmenge, sondern durch Entnahme von 
4cem und Umrechnung auf 6 cem erfolgte, war die Ubereinstimmung 
beider Werte eine gute. 
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behandelt. Die Vergleichung der Werte ist erlaubt, weil, wie 
spaiter mitgeteilt werden wird, und auch aus den Versuchen 
der Tab. [1 ersichtlich ist, CNS-Halften, die unter gleichen Be- 
dingungen aufbewahrt werden, auch gleiche Mengen von Phos- 
phor ausscheiden. 

Ks laBt sich also in bezug auf den EKinfluB der Zeitdauer 
auf die GréBe des P-Umsatzes feststellen, da& die bei weitem 
vréBere Menge in den ersten 8 Stunden abgegeben wird; die 
P-Ausscheidung in den folgenden 16 Stunden ist eine so ge- 
ringe, da sie hart an der Fehlergrenze der Methode liegt. 
Aus diesem Grunde wurden die weiteren Versuche stets nur 
fiir 8 Stunden angesetzt. 


Der Kinwand, dab die P-Abgabe am Ende nicht not- 
wendig verkniipft mit Lebensvorgiingen sei, vielmehr einen rein 
physikalischen Vorgang, etwa eine Diffusion von Phosphaten 
in die P-freie Lésung darstelle, wird widerlegt, wenn man 
solche Faktoren in ihrer Wirkung auf den P-Umsatz unter- 
sucht, die die Erregbarkeit des Nervensystems beeinflussen, 
O,-Mangel, Narkose einerseits, elektrische Reizung andererseits. 


3. Der KinfluB der O,-Zufuhr. 


Zu seiner Feststellung wurde im Versuch 1 der Tabelle I] 
das Priparat einfach in 6 ccm einer 0,7°/,igen NaCl- Lésung 
24 Stunden lang in einem verschlossenen GefiB auf- 
bewahrt, in Versuch 2—4 wurde fiir 24 Stunden stindig N, 
durchgeleitet, die Kontrollhalften wurden sogleich verascht. 


Tabelle III. 





P-Umsatz in °/, der frischen Substanz 
N Versuchs- : wisi : — berechnet aus der| perechnet aus 
Nr. vor Be- | am Ende] fp; ae 
dauer eee ig Differenz des P-Ge aie 2 Siahali 
ginn in °/,} in °/, |halts der OCNS- va 
Hilften des Filtrates 
i | 24St. 0.2192 | 0,2130 0,0062 sone 
2 24 ,, 0,2556 0,2464 0.0092 0,00T7 
3 24 , 0,1943 0,1929 0,0014 ~ 
4] 24 ,, 0,2492 | 0,2476 0,0016 0,0032 
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Aus den mitgeteilten Versuchen ergibt sich, dab die GréBe 
des P-Umsatzes bei AusschluB von O, ganz nahe an die Fehler- 
grenze fallt; zweimal war iiberhaupt keine P-Ausscheidung im 
Filtrat nachweisbar, d. h. die zugesetzte Standardmenge (vgl. 
Methodik in Mitt. l), wurde wiedergefunden, aber kein Mehr- 
betrag; zweimal findet sich eine ganz geringe Menge. Der 
P-Umsatz ist daher genau so an den Ablauf von Oxydations- 
prozessen gebunden, wie das friiher') fiir den Umsatz von 
Zucker, N- und fetthaltigen Substanzen gefunden worden war. 


4. KinfluB der Narkose. 

Als Narkotisierungsmittel wurde eine 0,5°/, Urethan ent- 
haltende 0,7 °/,ige NaCl-Lésung verwendet, nachdem Versuche mit 
Alkohol auf bisher nicht aufzuklirende Weise technisch fehl- 
geschlagen waren. In dem verbrannten Alkoholfiltrat war 
nimlich die zugesetzte Menge der Standardphosphorsiiure nicht 
volistindig wiederzufinden, sodafi auf irgendeine Weise die 
Fallung gehemmt war. Auch ein Kontrollversuch, bei dem 
einfach 6 ccm einer 5°/,igen Alkohollésung zu 5 ccm Standard- 
phosphorsiiure zugesetzt waren, die dann 6 Stunden verbrannt 
wurden, lieB ebenfalls eine deutliche Fallungshinderung fest- 
stellen. Dagegen ergab ein Kontrollversuch mit Urethanlésung, 
daB die Fillung glatt vonstatten ging. Die Narkoseversuche 
wurden so angesetzt, daB die eine Hialfte in 6 ccm gewoéhn- 
licher 0,7 °/,iger NaCl-Lésung, die andere in einer 0,5°/, Urethan 
enthaltenden aufbewahrt wurde, beide unter stiindiger O,-Durch- 
leitung. 

Diese Versuchsanordnung hat freilich zur Voraussetzung, 
daB CNS-Hialften, die unter gleichen Bedingungen behandelt 
werden, auch gleich groben P-Umsatz zeigen; die Richtigkeit 
dieser Voraussetzung ergab sich bereits aus dem ersten Teil 
der Versuche in Tabelle IJ und wurde weiter durch die fol- 
senden Kontrollversuche (Tabelle IV) bestatigt, in denen 
beide Hilften gleich lange in 0,7°/,iger NaCl-Lisung bei O,- 
Durchleitung wihrend 24 Stunden aufbewahrt wurden. 


1) E. Hirschberg u. H. Winterstein, diese Zeitschr. Bd. 100, 
S. 185 (1917); Bd. 101, S. 212 (1918); Bd. 105, S. 1 (1919). 
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Tabelle IV. 





B 
¢ 
j 
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>-(sehs th 24 Stun-| 7. ?-A bg ie L6-] 7. 
I — nach 4 Stun _— P-Abgabe an dic LGé Differenz 
Nr. en in °/y sung in °/, 
1. Halfte | 2. Hilfte 1. Hiilfte | 2. Hiilfte 
{ 
1] 0,1587 | 0,1576 | 0,001 0,02475 | 0,0248 0,0005 
2] 0,1987 | 0,2026 0,0089 0,0234 0,0225 0,0009 

















Nach diesen Versuchen ist es also erlaubt, die beiden 
unter verschiedenen Bedingungen behandelten CNS-Hilften 
(mit und ohne Narkose) miteinander zu vergleichen. 


Tabelle V. 











P-Gehult nach 8 Stunden} P-Abgabe an die Liésung| Narkose-Um- 
Nr. in °/, in °/5 satz in °/, des 
, Ruhe- 
Normal | Narkose | Normal | Narkose umsatzes 
| 0,1612 0,1848 0,03807 0,0104 33,87 
2 01438 | 0,1683 0,0302 0,0100 338,11 











Die mitgeteilten Ergebnisse zeigen, da wihrend der 
Sstiindigen Narkose des iiberlebenden Nervensystems eine deut- 
liche Herabsetzung des P-Umsatzes beobachtet wird, wieder 
durchaus iibereinstimmend mit den Ergebnissen der iibrigen Stoft- 
wechselversuche am Zentralnervensystem.') Die P-Ausscheidung 
in der Narkose betrigt bei der verwendeten Konzentration 
rund 33°/, des Ruhe-P-Umsatzes. 


~ 


5. EinfluB&B der elektrischen Reizung. 


Zur Untersuchung des EHinflusses der Erregung des CNS 
auf den P-Umsatz wurden durch die die CNS-Hilften ent- 
haltende Liésung mittels Platinelektroden kurze tetanisierende 
Reizfolgen des Wagnerschen Hammers eines Induktions- 
stromes geschickt, dessen primarer Kreis durch eine Kontakt- 
uhr 30 mal in der Minute geschlossen wurde; die andere Hialfte 


/ 
/ 


wurde in 0,7°/,iger NaCl-Lésung aufbewahrt, beide Halften bei 





1!) K. Hirschberg u. Winterstein, a.a. O. 
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stindiger O,-Durchleitung. Die Versuchsdauer betrug 8 Stun- 
den. Die Resultate zeigt Tabelle VI. 


Tabelle VL. 





——ine 








P-Umsatz berechnet aus der P-Abgabe| pair 3 
P-Gehalt nach an die Lésung eusiinden tn 
Nr. | 8 Stunden in °/,]}in °/, der frischen | in °/, des .P-Ge- 0/, des 
7 Substanz  ¢ haltes Ruhe- 
Ruhe | Reizung| Ruhe | Reizung | Ruhe — Reizung | Umsatzes 
1 |0,2006, 0,1817 | 0,0307 | 0,0550 , 13,27 | 28,23 179 
» 10,1764| 0,1521 | 0,0249 | 0,0453 | 12,31 | 22,94 182 
3 10,1790} 0,1585 | 0,0197 | 0,0410 | 9,91 | 20,55 208 
4 10,1625] 0,1467 | 0,0252 | 0,0455 | 18,42 | 23,67 181 











Es zeigen die angefiihrten Versuche, daB eine deutliche 
Steigerung des P-Umsatzes bei der elektrischen Reizung nach- 
zuweisen ist; dies wird besonders deutlich, wenn man den P- 
Umsatz bei Reizung in °/, des P-Umsatzes bei Ruhe ausdriickt; 
dann zeigt sich, daf bei Reizung im Mittel fast der doppelte 
Wert erreicht wird. DaB diese Steigerung tatsichlich auf der 
durch die elektrische Reizung erzeugten Erregung der Nerven- 
zentren beruht, ergibt sich daraus, daB die elektrische Rei- 
zung in Narkose (Urethan) keine Steigerung der P-Abgabe 
herbeifiihrt, wie Tabelle VII zeigt. 


Tabelle VIL. 





























P-Gehalt nach 8 Stunden | P-Abgabe an die Lésung 7 
Nr. Ruh | elektrische Rei- Ruh | elektrische Rei- 
— 'zung in Narkose —_ 'zung in Narkose 
1 0,1816 0,1878 0,0146 | 0,0082 
2 0,1439 0,1539 0,0203 | 0,0082 
Zusammenfassung. 


In der Ruhe findet am iiberlebend erhaltenen Zentral- 
nervensystem des Frosches ein nachweisbarer Phosphorverlust 
statt, der meist etwa 0,03°/, (im Mittel aller Versuche 0,0257°/,) 
der frischen Substanz = 15 — 16°/, des Phosphorgehalts be- 





32 KE. Hecker, Untersuchungen tiber den Phosphorstoffwechsel usw. 


trigt; diese Phosphorausscheidung erfolgt fast zur Ginze in 
den ersten 8 Stunden, 

Bei Ausschlu& von Sauerstoff ist keine Phosphor- 
ausscheidung nachweisbar. 

In der Narkose (0,5°/, Urethan) wird eine deutliche 
Herabsetzung des Phosphorumsatzes, etwa auf 1/, des Ruhe- 
wertes gefunden. 

Das elektrisch gereizte Zentralnervensystem labt 
eine Steigerung des Phosphorstoffwechsels auf etwa das Dop- 
pelte des Ruheumsatzes erkennen. Diese Steigerung ist an 
die Krregungsvorgange gekniipft, sie bleibt in Narkose aus. 
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Uber die einheitliche Natur der 3-Glucosidase 
des Emulsins. 
Von 


Richard Willstiitter, Richard Kuhn und Harry Sobotka. 


Vierte!) Mitteilung tiber Spezifitat der Enzyme. 
Von 


Riehard Willstiitter und Riehard Kuhn. 


(Mitteilung aus dem chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissen- 
schaften in Miinchen.) 


Mit 2 Figuren im Text. 


Der Redaktion zugegangen am 23. April 1923. 


Die erste Untersuchung von R. Willstitter und 
W. Csanyi, ,Zur Kenntnis des Emulsins“*), hat zu dem Er- 
gebnis gefiihrt, daB es sich bei der Hydrolyse von Amygdalin, 
Prunasin, #-Methylglucosid, von Lactose und von Raffinose um 
Wirkungen von Enzymen handelt, die ,,voneinander unabhingig 
und in verinderlichen Verhiltnissen gemengt auftreten“. In 
einer zweiten Mitteilung haben R. Willstitter u. G. Oppen- 
heimer’®) die quantitative Analyse der Emulsinwirkungen auf 
Helicin, Salicin, #-Phenylglucosid, Arbutin und #-Methyl- 
glucosid ausgedehnt. Die einzige RegelmiéBigkeit, durch die 
sich die Beschreibung des Enzymgemisches vereinfachte, war 
die Konstanz der auf Helicin bezogenen Zeitwertquotienten 
fiir Salicin und #-Phenylglucosid. 

Bemerkenswert erschien die Verschiedenheit der Fer- 
mente, welche die Natur zum Abbau der aromatischen und 





1) III. Mitteilung: R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 127, S. 234 (19238). 
*) Diese Zs. Bd. 117, S. 172 (1921). 
5) Diese Zs. Bd. 121, S. 183 (1922). 
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des aliphatischen Glucosids ausbildet. Immerhin versprach 
diese Vorstellung eine einfachere Beschreibung der T'atsachen 
als die Annahme, daB das Emulsin von Pflanze zu Pflanze 
und von Priaparat zu Praparat verschieden sei. Das in 
den meisten Fallen nur in den Grenzen von 3800—600 
schwankende Verhiltnis 

Zeitwert fiir f-Methylglucosid: Zeitwert fiir Helicin 
erreichte bei einem aus Zwetschgenkernen') isolierten Prii- 
parat den Wert 2930. Bei Prunasin und Arbutin iiberschritten 
dagegen die Schwankungen das Verhialtnis 1:1,8 bzw. 1:3 nicht. 

Den SchluBfolgerungen, die aus den Zeitwertmessungen 
der angefiihrten Arbeiten gezogen wurden, liegt die Annahme 
zugrunde, daB die fiir verschiedene Mengen einer bestimmten 
Enzymloésung geltende Beziehung 

Enzymmenge a (1) 

Enzymwert } 
nicht nur unabhingig von der Herkunft und dem Reinheits- 
grade des angewandten Ferments tiberhaupt zutrifft, sondern, 
daB auch der numerische Wert von c derselbe ist bei ver- 
schiedenen pflanzlichen Ausgangsstoffen, bei Priiparaten von 
ungleichem Reinheitsgrade und ungleichem Alter.*) Die Be- 
rechtigung dieser Annahme abt sich heute nur dadurch 
priifen, daB man die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindig- 
keiten von den wichtigsten Faktoren in jedem Falle ermittelt 
und miteinander vergleicht. Dieser Vergleich ist fir das 
Rohrzucker spaltende Enzym der Hefe in der II. Mitteilung 
»Uber Spezifitit der Enzyme“ gezogen worden.’) Er hat zur 
Erkenntnis gefiihrt, da die wechselnde Abhingigkeit der 
teaktionsgeschwindigkeiten von der Konzentration des Sub- 

1) Priip. e der vorliegenden Mitteilung. 

*) Ausfiihrlicher ist die Beziehung der Zeitwerte zu den Enzym- 
mengen erértert in der I. Mitteilung dieser Untersuchungsreihe ,,Zur 
Theorie der Zeitwertquotienten“ von R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, 8. 1 
(1922/23); siehe auch R. Kuhn ,,Uber die spezifiseche Natur und den 
Wirkungsmechanismus kohlehydrat- und glykosidspaltender Enzyme, 
Die Naturwissenschaften 1923. 

5) Diese Zs. Bd. 125, 8. 28 (1922/25). 
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strates, die wechselnde Affinitit des Invertins zum Rohr- 
zucker, der Hauptgrund fiir die Nichtgiiltigkeit der Gleichung (1) 
ist. Unter den Bedingungen der Zeitwertmessung sind wech- 
selnde Bruchteile der vorhandenen Fermentmengen an das 
Substrat gebunden und katalytisch wirksam. Der wirksame 
Anteil des Enzyms ist aber abhiingig von der Natur der Sub- 
strate, zu denen der Katalysator weit differierende Affinitiiten 
besitzen kann. Dadurch ist es bedingt, da eine prozentisch 
gleiche Anderung zweier Affinitiiten, wie sie etwa durch einen 
das Enzym bindenden Stoff verursacht wird, die Spaltungs- 
geschwindigkeit der beiden entsprechenden Stoffe in ungleichem 
MaBe beeinfluBen kann. Die Schwankungen des Saccharase: 
Raffinasequotienten haben in. der um mehr als eine Zehner- 
potenz verschiedenen Affinitit des Invertins zu Saccharose und 
Raffinose und in seiner von Hefe zu Hefe wechselnden Affi- 
nitiit zu den einzelnen Substraten ihre Erklirung gefunden. 

Die Ubereinstimmung der in Tabelle 5 von R. Will- 
stitter und G. Oppenheimer?) zusammengestellten Zeitwert- 
quotienten fiir Helicin, Salicin und $-Phenylglucosid und ihre 
unverkennbare Parallelitit fir Mandelnitril- und /-Methyl- 
glucosid lie} es médglich erscheinen, daB ein Enzym zur 
Spaltung dieser Stoffe befaihigt sei, wenn seine Affinitét zu 
den aromatischen Abkémmlingen des Traubenzuckers gréBer 
ist als die zum nichtaromatischen Derivat des Benzaldehyd- 
cyanhydrins und letztere wiederum jene zum Derivate des 
Methylalkohols iibertrifft. 

Diese Vermutung wird in der vorliegenden Untersuchung 
durch das Verhalten verschiedenster Emulsinpraparate zu 
Salicin, $-Phenylglucosid, Helicin und §-Methylglucosid in 
vollem MaBe bestiitigt gefunden. 

Entsprechend den von R. Willstatter und R. Kuhn”) 
vorgeschlagenen Mafeinheiten fiir Enzyme sollen Konzentration 
und Ausbeute in den aus den Samen der Prunaceen und 
Pomaceen gewonnenen Enzympriiparaten ausgedriickt werden 





1) A. a. O. und zwar S. 194. 
*) Chem. Ber. Bd. 56, S. 509 (1922/23). 
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durch das mit 1000 multiplizierte Reziproke der bisher gelten- 
den Zeitwerte. Bei Messung der durch die Hydrolyse von 
Salicin gekennzeichneten ,, Hauptwirkung“!) ist z. B. jene Enzym- 
menge als 

6-Glucosidase-Einheit (3-G1.-K.) zu betrachten, die bei 30° 
und optimalem py; (4,4) in einer Minute 20 ccm 0,02 n?)-Salicin- 
lésung zu 50°/, spaltet. 

Der £-Glucosidase-Wert (8-GL-W.) ist die in 1 g Trocken- 
praparat enthaltene Anzahl von Glucosidaseeinheiten. 

Ks betrigt z. B. der 8-Gl.-W. einer im folgenden ana- 
lysierten Probe von bitteren Mandeln 0,141, derjenige eines 
nach dem Verfahren von R. Willstitter und W. Csinyi aus 
siiBen Mandeln gewonnenen Priparates (Zeitwert 25 Minuten 
fir Amygdalin) 2,59. Dieses gibt, verglichen mit einem von 
Kk. Merck bezogenen Emulsin die gréBten Ausschliige fiir den 
Quotienten Salicin: Methylglucosid, der im ersten Fall 129, 
im anderen 56 betriigt. In Ubereinstimmung damit finden wir 
unter der von L. Michaelis und M. L. Menten’) gemachten 
Annahme, dab die durch gleiche Knzymmengen in Liésungen 
von wechselnder Substratkonzentration beobachteten Umsitze 
den Dissoziationsresten der Enzvm-Glucosid-Verbindungen ent- 
sprechen, als Dissoziationskonstanten der Glucosidase-Salicin- 
und der Glucosidase-Methylglucosid-Verbindungen 
fiir das Priip. aus siiBen Mandeln: Ay) =0,041 Ay,,=1,1 Qoo.=129, 
fiir Emulsin ,,Merck*: K54,= 9,085 Ky, =9,40 Qo o.= 56. 

In allen anderen untersuchten Fillen sind die Schwan- 
kungen der Zeitwertquotienten von entsprechenden Schwan- 
kungen der scheinbaren Dissoziationskonstanten begleitet und 
diese Beziehung ist auch erfillt, wenn man die Hydrolyse des 
Salicins mit der des #-Phenylglucosids vergleicht. Die Aus- 


schlige der Zeitwertquotienten lassen sich also durch die 
Divergenz der Affinititen quantitativ verstehen. Diese Diver- 





1) Diese Zs. Bd. 125, S. 1 und zwar 8. 17 (1922/23). 

*) An Stelle der von R. Willstiitter und W. Csanyi a.a. O. an- 
gegebenen Normalitit 0,0196, welebe einer 1°/,igen Amygdalinlésung 
entsprach. 

5) Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1913). 
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genzen diirften nicht auf eine von Emulsin zu Emulsin ver- 
schiedene Struktur der aktiven Gruppen zuriickzufiihren sein. 
Das Shniliche Verhaltnis, in dem bei jedem Enzymmaterial die 
Einzelaffinitiiten zueinander stehen, spricht dafiir, daB nur ihre 
Reaktionsfahigkeit variert. Sei es, da von verschiedenen 
Pflanzen verschiedene kolloide Triger fiir die spezifisch wirk- 
same Gruppe ausgebildet werden, sei es, daf Assoziationen 
am kolloiden Traiger fiir die Reaktionsfahigkeit von Be- 
deutung sind, ein und dasselbe Glucosidaseteilchen vermag 
sowohl die Spaltung der aliphatischen wie der aromatischen 
Derivate der §-Glucose zu katalysieren. 


Experimenteller Teil. 


1. Ausfiihrung und Berechnung der Versuche. 

Die Spaltungsgeschwindigkeit der §-Glucoside des Salicyl- 
alkohols, des Salicylaldehyds, des Phenols und des Methyl- 
alkohols wurde polarimetrisch verfolgt. Weil die in der Be- 
stimmungslésung suspendierten Enzympriparate nach Zusatz 
von Sodalésung schwer filtrierbare Triibungen verursachten, 
wurde die Enzymwirkung durch Eintragen der bei der Versuchs- 
temperatur von 30° abgemessenen Proben in Sublimatlésung 
unterbrochen.') Bei den angewandten Enzymkonzentrationen 
geniigte ein Sublimatgehalt von 0,4°/, des Gesamtvolumens 
zur sofortigen und vollstaindigen Inaktivierung. Das Drehungs- 
vermégen der von den Sublimatfallungen abfiltrierten Lésungen 
wurde nach beendeter Mutarotation der 8-Glucose, friihestens 
3 Stunden nach Sistierung der Hydrolyse, im Mittel von 6 Ab- 
lesungen mit einer Genauigkeit von + 0,005 bis + 0,01° im 
2dm- oder 4dm-Rohr bestimmt. Die Zahlen der Tabellen 3 ff. 
bezeichnen das Drehungsvermégen, das nach Beriicksichtigung 
der optischen Aktivitiit der jeweils verwendeten Fermentmengen 
vor dem Verdiinnen mit der Quecksilberlésung bei 7=4dm? 
zur Beobachtung gelangt ware. Der Berechnung der in den 





1) Nach R. Kuhn, Chem. Ber. Bd, 56, 8. 857 und zwar S. 859f. 
(1923). 
*) Im Falle der Methylglucosidspaltungen bei /= 2 dm. 
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Bestimmungslésungen herrschenden Konzentration der Sub- 


strate legten wir die fiir Versuchsbeginn  extrapolierten 
Drehungen zugrunde. 


Nur bei Salicin und #-Methylglucosid wurde die aus der Literatur 
bekannte Abhiingigkeit der [«]p)-Werte von der Konzentration beriick- 
sichtigt. 

Salicin: [a]; =— (65,17 — p.0,63)°'), 
Helicin: [aly = — 60,43° (fiir p = 1,4°/,)*), 
6-Phenylglucosid: [e]) =— 71,9° (fiir p = 2—2,5°/,)3), 
6-Methylglucosid: [e],) = — 32,25° (fiir p= 1°/,), 

[aly = — 31,85° (fiir p = 8°/,).*) 

Vom Ferment waren in 20 ccm Reaktionsgemisch ent- 

halten: 
bei der Hydrolyse von Salicin 10 mg 
Helicin 2 
Phenylglucosid 40 ,, 
Methylglucosid 100 _,, 


” 


Dadurch wurde erreicht, daB bei den verschiedenen Sub- 
straten gleiche Umsiitze in Zeiten erzielt wurden, die sich 
durchschnittlich wie 1:1:3:10 verhielten. Der fiir die einzelnen 
Substrate differierende zeitliche Verlauf des Umsatzes machte 
es erforderlich, die fiir eine Reaktion erster Ordnung berech- 
neten Reaktionskonstanten fiir Versuchsbeginn zu extrapolieren. 
Diese Zahlen, mit der Normalitaét der Glucosidlésungen multi- 
pliziert, wurden mit L. Michaelis und M. L. Menten als Disso- 
ziationsreste der Glucosidase-Glucosid-Verbindungen gedeutet. 
Ks zeigte sich dabei, daB® aus experimentellen Griinden durch- 
wegs nur '/, bis */, der bei dissoziationsfreier Bindung des 
Enzyms zu erwartenden Reaktionsgeschwindigkeiten erreicht 
werden kénnen. Der weiteren Verfolgung der pS-Kurven wird 
nimlich in diesem Gebiete bei Salicin, Helicin und /-Phenyl- 


1) O. Hesse, Liebigs Ann. der Chem, Bd. 176, $.89 und zwar 
S. 116 (1874/75). 

*) R. Wegscheider in F. Tiemann, Chem. Ber. Bd. 18, S. 1595 
und zwar S. 1600 (1885). 

*) E. Fischer und L. v. Mechel, Chem. Ber. Bd. 49, S. 2813 und 
zwar §S. 2816 (1916). 

4) W. A. van Ekenstein, Ree. trav. chim. Pays-Bas Bd. 13, 8. 183 
und zwar S. 185 (1894). 
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glucosid durch die beschrinkte Léslichkeit, beim -Methyl- 
glucosid durch die Viskositit der 20- und mehrprozentigen 
Lésungen Halt geboten. Wie fiir Saccharase und Raffinase 
wird aus diesem Grunde die scheinbare Dissoziationskonstante 
rechnerisch ermittelt und zwar durch Probieren, welcher Para- 
meter die Neigung der Kurve am besten widergibt. Die in 
den konzentriertesten Lésungen beobachteten Abweichungen, 
die durchwegs zu geringe Dissoziationsreste ergaben, blieben 
dabei unberiicksichtigt. Der mégliche Fehler eines aus 5 bis 
6 Versuchen berechneten Parameters ergibt sich zu + 20°/,, 
wihrend der wahrscheinliche Fehler der A;-Werte 5—10°"/, 
betrigt. 


2. Das untersuchte Enzymmaterial. 


Fiir den Vergleich der Affinitiiten und der Geschwindig- 
keitsquotienten dienten: 

a) ein aus bitteren Mandeln (Prunus Amygdalus var. am.) 
gewonnenes, entdltes Pulver, Nr. 2 der T'abellen 4 und 5 von 
R. Willstitter und G. Oppenheimer. 14 Monate alt, 
8-G1.-W. = 0,141 fiir Salicin; 


Tabelle 1. 
~ e . . d 
3-Glucosidasewerte einiger Prunaceensamen un 
Emulsinpraparate. 
Hydrolysen bei 30° und optimalem p,,; 0,02 n-Glucosidlésungen; 
Mittelwerte aus je 4 Bestimmungen. 











Glucosidasewert fiir 
Enzym Helicin | Salicin ? mere mel 
glucosid glucosid 
(Py = 553) (Py = 4,4) (Py =5,0)| (Py = 4,4) 
a Bittere Mandeln 1,04 0,141 0,0115 | 0,00147 
6 Emulsin ,,Merck“ 2,93 0,532 0,0556 | 0,0094 
c Aprikosenkerne 0,346 0,063 — | 0,00061 
d Priip. aus siiBen Mandeln = 2,59 —  0,0201 
e Pflaumenkerne (1921) 0,647 0,136 — 0,00120 
f . (1922 0,975 0,173 _ 0,00159 
y Kirschenkerne 1,97 0,337 —- 0,00258 
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b) Emulsin ,,Merck“, Nr. 9 der angefiihrten Tabellen, 
6-Gl.-W. = 0,532; 

c) ein aus Aprikosenkernen (Prunus armeniaca; 1922) 
dargestelltes, in iiblicher Weise von Ol befreites Produkt 
B-G1.-W. = 0,063; 

d) das von Willstitter und Oppenheimer aus siiBen 
Mandeln isolierte Priip. Nr. 8, #-Gl.-W. = 2,59; 

e) und f) zwei aus Pflaumen der Ernten 19211) bzw. 
1922 gewonnene Emulsinpriparate, sowie 

g) ein aus den Samen von Prunus avium (1922) isoliertes 
glucosidasereiches Rohprodukt. 


? 


Tabelle 2. 
Quotienten der Glucosidasewerte. 





Helicin Salicin Salicin 

Enzym eae J] 

: Salicin | 6-Phenylgluc. | 6-Methylglue. 
«a Bittere Mandeln 7,4 12,3 6 
b Emulsin ,,Merck“ 5,5 9,6 56 
¢ Aprikosenkerne 5,5 — 103 
d Prip. Nr. 8 -— o 129 
e Pflaumenkerne (1921) 4,8 — 113 
f 7 (1922) 5,6 _ 109 
y Wirschenkerne 5,8 — 130 











Wie aus Tabelle 2 zu ersehen ist, ergeben sich die 
gréBten Ausschlige fiir die Quotienten bei den Priparaten a 
bis d. Die Priiparate e bis g stimmen mit den voranstehen- 
den so weitgehend iiberein, daB sie zur folgenden Betrachtung 
der Affinitiitsverhiltnisse nicht herangezogen wurden. 


3. Die Affinitaten der {-Glucosidase. 


In den folgenden Tabellen sind die bei wechselnder 
Substratkonzentration durch gleiche Enzymmengen bewirkten 
Drehungszunahmen verzeichnet. Die erste Spalte gibt die 
Normalitit der Glucosidlésungen sowie die daraus fiir 100°/,ige 
Spaltung errechneten Drehungszunahmen an. Aus der zweiten 


') Priip. Nr. 4 der zweiten Mitteilung tiber Emulsin. 
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wechselnder Konzentration. 


Tabelle 


Wirkung der bitteren Mandeln a auf Salicinlésungen 


9 
wv. 


K,,,, = 0,035. 


41 i 





0,0985 
(10,86 °) 


0,047 
(5,24 °) 


0,032 
(3,58°) 


0,0222 
(2,49 °) 


0,0125 
(1,41 °) 


0,0080 
(0,895 °) 





-log| Sal] 


1,01 


1,50 


1,65 


1,90 


2,10 








Drehung 
(°) 


— 1,135 
— 6,845 
— 6,465 
— 6,145 


— 3,46 
— 95% 
— 2,85 
— 2.53 


me 138 


— 29% 
— 201 
~ 190 
— 1,535 
— 1,895 


— 1,65 
— 1,385 
— 0,91 
— 0,485 


— 0,935 
— 0,705 
— 0,42 

~ 0,175 


— 0,595 
— 0,46 
— 0,265 
— 0,09 





Dreh- 
ungs- 
zunahme 


(°) 


/:-108 


292 


28.8 





K-10°-| Sad} 





100 o 
ber. | gef, 
73,8 |(53,3 
57,3 | 57,0 

ron te 
47,7 51,2 
38,4 | 36,4 
| 
26,3 | 26,5 
18,6 | 18,3 


3){(— 20,5) 


~ OR 


— 2,0 


+ 0,2 


— 0,3 











| | 
| 4? 


Tabelle 4. 
Wirkung von Emulsin ,,Merck“ 6 auf Salicin. 


Ky, = 9,035. 
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Pen 4 an see 





[ Sal ] 

(Aoo) 
0,0975 
(10,75°) 
0,049 


(5,47 °) 


0,0324 
(3,625 9) 


0,0216 
(2,42°) 


0,0135 
(1,52 °) 


0,0095 
(1,065 °) 


-log [Sal] 


1,01 


1,31 


1,49 


1,67 


1,87 


2,02 











Drehung 
(°) 


— 7,07 
— 5,695 
— 4,35 
3,07 
+ 0,00 


— 3,615 
— 2,24 
— 1,28 
— 0,385 
+ 0,895 


— 2,40 
— 1,345 
— 0,545 
0,16 
- 0,895 


— 1,605 
— 0,385 
+ 0,285 
+ 0,615 


~ 101 
— 0,175 
+ 0,21 
+. 0,33 


— 0,703 
— 0,09 
+ 0,11 


+ 0,22 


7 


Dreh- 
ungs- 
zunahme 


(°) 


0,845 
1,22 


1,34 





k+108 


k-10°.[Sad] 


1230 


120 


2460 


120,5 


3040 


98,5 


4650 


42 








100 0 
ber. ef. 
| 
73,6 | (58,2) 
58,3 | 58,4 
| 
48,1 | 47,8 
38,2 | 37,6 
27,8 | 28,4 
21.3 | 21,4 











(-15,4) 


+ 0,1 


— 0,6 


+ 0,6 


+ 0,1 


ig 
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Tabelle 5. 
Salicinhydrolyse durch Aprikosenkerne ec. 
Ky, = 0,041. 
Dreh- 108 
mh 7 I-10 tis 
| Sal} log [Sal] Zeit |Drehung} ungs- A 
( Moo) ' “{(Min.) (°) zunahme|k-10°-| Sad) a 
(°) ber. | gef. 
0,0972} 1,01 0 | — 7,04 — 201 70,3 70,6 | + 0,3 
(10,72) 85 | — 6,625] 0,415 
230 | — 6,08 | 0,96 19,6 
380 |— 5,63 | 1,41 
0,04611 1,34 0 | — 3,39 — 318 53,0 | 58,0 | + 0,0 
(5,315 °) 85 | — 3,105] 0,285 
230 | — 2,655] 0,735 14,7 
381 | — 2,305] 1,095 | 
0,0298] 1,53 0 |—221 oe 392 42,1 | 42,0] — 0,1 
(3,335 °) 85 |—1,95 | 0,26 | 
230 |— 1,60 | 0,61 11,7 | 
330 |— 1,25 | 0,96 | 
578,51 — 0,96 | 1,25 | 
0,0205, 1,68 | Oo | — 1,54 - 433 33,3 | 32,3 | — 1,0 
(2,335) 110 | — 1,255] 0,285 | 
395 |— 0,79 | 0,76 8.97 | 
593,51 — 0,57 | 0,97 | 
0,0129] 1,89 0 | — 0,97 — 534 24,0 | 24,8] + 0,8 
| 
(1,46) 110 |—0,75 | 0,18 | 
395 |—0,45 | 0,52 6,98 
589 |— 0,30 | 0,67 
0,0083] 2,08 0 |—0,615} — 575 16,8 | 17,2 | + 0,4 
(0,93°) 111 |— 0,47 | 0,145 
396 | — 0,265] 0,35 4,77 
598 |—0,14 | 0,475 
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Tabelle 6. 
Salicinhydrolyse durch Priparat d aus siiBen Mandeln. 
Kg, = 0,017. 


1,2 mg statt 10 mg Enzym in 20 cem. 





Dreh- hee 108 
Y r . OO 0 
[Sal] log[ Sal] Zeit Drehung| ungs- . A 
(doo) (Min.) ‘ty zunahine| - 10°-[ Sad | ——_-_—- 
(°) ber. | gef. 
| 
0,101 1,00 0 7,85 — 615 85,5 ((17,7)] — 7,8 
; | 
(11,17°) 10 — 717 0,18 | 
24; — 6,94 0,41 62,1 | 
62 — 6,72 0,63 
0.0514] 1,29 0 — 3,78 —_ 1160 15,2 | 14,6 | — 0,6 
(5,72) 10 — 363] 0,15 | 
20 — 3,41 0,37 59.7 
60 — 3,20 0.58 
0,0245] 1,61 Oo | —1,81 — 1960 59,0 60,0 | + 1,0 
(2.74) wm 1-968? OF 
25 | —1,54] 0,27 48,0 
60,5] — 1,32 | 0,49 
O0189} 1,86 0 — 1,03 -- 2590 45,0 | 45,0 | + 0,0 
(1,56 °) 25.51 — O81] 0,22 
60 — 0,64 0,39 36,0 
0,00481 9239 0 | — 0,86 — — —- | - — 
(0,54") 5 | —0,24] 0,12 
40 — O15 0,21 























Spalte sind die negativ genommenen Briggschen Logarithmen 
der Substratkonzentration zu entnehmen. Die Reaktions- 
konstanten der sechsten Kolumne sind Mittelwerte der aus 
den einzelnen Beobachtungsdaten gewonnenen Zahlen. Es kam 
jedoch in einzelnen Versuchsreihen vor, dab die Konstanten im 
Verlaufe der Reaktion allmihlich abfielen. In diesen Fiillen sind 
die fiir Versuchsbeginn extrapolierten Werte verzeichnet. Die mit 
der Substratkonzentration multiplizierten Reaktionskonstanten 
(fettgedruckte Zahlen der 6. Kolumne) wurden den Dissoziations- 
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resten o (7. Spalte) méglichst angeglichen. Vorzeichen und GréBe 
der Differenz 4 zwischen den theoretischen und beobachteten, 
mit 100 multiplizierten Werten ist in der letzten Kolumne 
angegeben. 


Die in den Tabellen 3, 4 und 5 fiir bittere Mandeln, fiir 
Mercksches Emulsin und fiir Aprikosenkerne ermittelte Kon- 
zentration der Salicinlésungen, in denen die Hilfte des maximal 
zu erwartenden Umsatzes beobachtet wurde, stimmen inner- 
halb der Versuchsfehler iiberein. Die fiir As,, berechneten 
Werte 0,035, 0,035 und 0,042 zeigen, dai das Emulsin zum 
Gzlucosid des Salicylalkohols tihnliche Affinitit besitzt, wie die 
Saccharase des Hefepilzes zum Rohrzucker. Die doppelt so 
grobe Affinitiit, welche nach Tabelle 6 unserem Enzym aus 
siiBen Mandeln zukommt, ist bedingt durch die 8 mal geringere 
Fermentmenge, die bei den entsprechenden Versuchen an- 
gewandt wurde. Weit mehr als im System Saccharase-Rohr- 
zucker ist nimlich bei der Spaltung der #-Glucoside der Para- 
meter der Aktivitits-pS-Kurve abhingig von der Menge des 
Enzymmaterials, wie es die nach B. Helferich’) nicht er- 
fillte Proportionalitit von Enzymmenge und _ Reaktions- 
geschwindigkeit erwarten lieB. In unseren Versuchen be- 
wirkten zwar vom Emulsin ,Merck“ Mengen, die sich wie 
1:25 erhielten, in 0,1 n-Salicinlésung Spaltungsgeschwindig- 
keiten, die in genau gleichem Verhiltnis standen, aber aus 
dem Verhaltnis der Reaktionskonstanten, die in nur 0,0187 
und 0,044 n-Lisungen bei Anwendung der Aprikosenkerne ge- 
funden wurden, berechnen wir fiir 


2mg Enzym Ky, = 0,022, 
10mg Enzym Ke. = 0,038 . 


Der unter Anwendung von 1,2 mg erhaltene Wert 0,017 
der Tabelle 6 diirfte demnach bei der in allen anderen Fallen 
beniitzten Menge von 10 mg in Ubereinstimmung mit den 
iibrigen Werten 0,04 betragen. 


1) Diese Zs. Bd. 117, S. 159 (1921). 
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Tabelle 7. 
Spaltung von #-Phenylglucosid durch 
bittere Mandeln a. 
Kp, = 9,065. 

[Ph] -log [Ph] Geit Drehung tte k-10° 7 100 Z P 
(4oo) (Min.)}  (°) — k-10°-{ Ph] ber. | gef. 
0,0638} 1,20 0 | — 4,70 = 231 49,5 | 51,7 ]+ 2,2 
(7,11°) 151 | —4,16] 0,54 

267 | — 3,71 0,99 14,7 

398 | — 3,33 1,37 
0,0393 1,40 0 | — 2,90 270 37,7 37,3 |— 0,4 
(4,39°) 131 | — 2,59 0,31 

240 | —2,.30] 0,60 10,6 

410 | —1,89 | 1,01 
0,0225] 1,65 0 | — 1,66 - 301 25,7 | 23,9 |]— 1,8 
251°) 131 {| — 1,50 0,16 

240 | — 1,31 0,35 6,77 

410 | —1,02] 0,64 
0,0152| 1,82 oa ~498 _ 352 19,0 | 18,9 |— 0,1 
(1,69°) 135 | — 0,97 0,15 | 

305 | — 0,75 | 0,87 535 

546 | — 0,49 | 0,68 
0,0094} 2,08 0 | — 0,69 - 391 12,6 | 12,9 |+ 0,3 
(1,04°) 135 | — 0,59 0,10 

305 | — 0,44] 0,25 3,67 

546 | — 0,25 | 0,44 
0,0057} 2,24 0 | — 0,42 — 33 8,2 | 9,9 7+ 1,7 
(0,64°) 136 | — 0,34] 0,08 

305 | — 0,22] 0,20 3,10 

546 | — 0,09 | 0,33 





























0,4 


1,8 
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Tabelle 8. 


f-Phenylglucosid gegen Emulsin ,, Merck“ 0d. 
K,, = 0,040. 





‘Dreh- | 10, | 
| Ph] log{ Ph] Zeit |Drehung| ungs- » 10 ieee P 
fs 5 +1 (Min. 0 zunahmel,, 46 | — fs 
(doo) aoe ) (°) K-10°-| Ph) ber. | gef. 
00649} 1,19 0 | —4,78 — $4 61,9 | 61,7 |— 0,2 
(7,23°) 63 | — 3,95 0,83 | 
106 | — 2,98 1,80 54,5 
218 } — 1,41 3,37 
0.0401] 1,40 0 | — 2,96 — 108 50,1 | 49,1 |— 1,0 
(4,48°) 63 |(— 2,48)] (0,53) 
105 | — 1,89 1,07 4355 
219 — 0,86 2,10 
0,0252 1,60 Q — 1,86 “== 141 38,6 | 40,0 |+ 1,4 
(2,81°) 63 — 1,43 0,52 
105 | — 0,99 0,87 34 
218 — 0,38 1,48 
00175] 1,76 0 | — 1,29 ~ 158 30,4 | 31,1 ]+ 0,7 
(1,95°) 95 | —0,73 | 0,56 | 
230 | — 0,23 1,06 27.0 
354 | + 0.04 1,33 | 
0,0118} 1,93 Oo | — O87 — 164 22,8 | 22.1 |— 0,7 
(1,32°) 95 | —0,48 | 0,39 | 
350 | — 0,03 | 0,84 19,4 
0.0072] 2,14 0 | — 0,53 _ 132 15,2 |(10,8)}(— 4,4) 
(0,80°) 95 | — 0,33 0,20 
350 | + 0,00 0,53 9,5 























Nur wenig geringer ist die Affinitiét der Glucosidase zum 
Glucosid des Phenols. Wie aus den Tabellen 7 und 8 hervor- 
geht, ergeben sich hier bereits Unterschiede, welche die Fehler- 
grenzen der Affinititsmessung iibersteigen. Kntsprechend den 
Km-Werten von 0,040 und 0,065 verhilt sich die Affinitat 
der bitteren Mandeln zu jener des kiauflichen Emulsins 
wie 3 zu 5. 


a 
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Tabelle 9. 
p-Methylglucosidspaltung durch Priparat a. 
K,, = 0,60. 











Dreh- ee 
| Me' log [Me] Zeit |Drehung| ungs- &+10 1 ¢ 4 
LS: 0 zunahme}],. . ae 

(oo) (Min.) () (°) K-10°+| Me}) per, | gef, 
0,706 | 0,15 0} — 9,19 ance 33,3 54,1 |(37,8)}(—16,3) 
2254°) 120 | — 8,98 | 0,21 | 

240 | — 8,79 | 0,40 23,5 

360 | — 8,57 0,62 
0,590 | 0,23 0 | — 7,69 — 53,8 49,6 | 50,6 | + 1,0 
(18,85°) 120 | — 7,43 | 0,26 

240 | — 7,14 0,55 31,7 

360 | — 6,26 | 0,83 

780 | —~ 5,85] 1,84 
0,331 | 0,48 oem _ 67,6 35,5 | 36,0 | + 0,5 
(10,57°) 184 | — 4,02] 0,29 

360 | — 3,72 0,59 22,4 

540 | — 3,45] 0,86 | 

797 | — 3,08] 1,23 | 
0,200 | 0,70 0] — 2,62 _ 75,7 25,0 | 24,51 — 0,5 
(6,40°) 184 | — 2,43] 0,19 

360 | — 2,25 0,37 15,1 | 

540 | — 2,01 0,61 

799 | —1,83 | 0,79 
0,130 | 0,88 0} — 1,11 _ 82,4 17,7 | 17,2 | — 0,5 
(4,16°) 184} —1,55 | 0,16 

505 | — 1,35 | 0,35 10,7 

787 | — 1,15] 0,56 | 
0,0775} 1,11 0} — 1,02 ~ 95,5 11,4 | 11,8 | + 0,4 
(2,47°) 240 | — 0,89 | 0,13 oe 

505 | — 0,75 | 0,27 744 | 

793 | — 0,64 | 0,38 | 
0,046 | 1,38 0} — 0,60 — 97,3 71] 7,2] + 0,1 
(1,47°) 240 | — 0,54 | 0,06 

505 | — 0,44} 0,16 45 
































3) 
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Tabelle 10. 
f-Methylglucosid; Emulsin ,.Merck“ 3d. 
Ky. = 0,40. 
Dreh- — r 
| Me] -log| Me] Zeit |Drehung| ungs- an ime A 
. 0 zunahme aes. 
(Ao) (Min.)} (9) (0) {le-108-[ Me} ber | gef. 
- - ' - 
0,69 0,16 O} — 8,985 — 279 63,3 | 66,5 [+ 3,2 
(22,025°) 123] — 7,11 | 1,875 
240] — 5,91 | 3,075 192.5 
359] — 4,85 | 4,135 
0,474 | 0,32 0} — 6,18 _ 312 54,2 | 51,4 |— 2.8 
(15,14°) 127} — 4,865] 1,315 
240] — 3,685] 2,495 149 
361] — 2,855! 3,325 
0,317 0,50 0] ~ 4,13 — 393 44,2 | 43,1 J— 1,1 
(10,12°) 180} — 2,50 | 1,63 
360} — 1,345] 2,785 124.5 
540] — 0,42 | 3,71 
0,189 0,72 0} — 2,465 — 515 32,1 | 33,9 [+ 1,8 
(6,035°) 180] — 1,25 | 1,215 
360] — 0,355] 2,11 97.5 
540] + 0,335] 2,80 
0,147 | 0,88 0} — 1,92 wen 588 26,9 | 29,8 |+ 2,9 
(4,705) 241] — 0,545] 1,385 | 
4s0| + 0,22 | 2,14 86.5 
1493 |(+ 1,87) | (3,79) | 
0,076 | 1,12 0} — 1,03 me 624 16,0 | 16,2 |+ 0,2 
(2,47°) 240] — 0,29 | 0,74 
479| + 0,17 | 1,20 175 
1492 |(+ 1,355)} (2,385) 
0,0565 | 1,25 0} — 0,74 oe 604 12,4 | 11,7 |— 0,7 
(1,805°) 240] — 0,23 0,51 | 
479] + 0,14 | 0,88 34 
1492 I(+ 0,925)} (1,665) 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIX. 4 
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Tabelle 11. 


?-Methylglucosidhydrolyse durch Aprikosenemulsin «. 
K,,, = 9,65. 
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( Me| 
(doo) 


0,78 
(24,91°) 


0,487 


(15,56") 


0,356 
(12,33°) 


Y.228 


(7,28°) 


O,156 
(4,93°) 


0,098 
(3,13°) 


0,067 
2,145°) 





y] 
-log | Me} 


O11] 


0,31 


0,41 


0,64 


0,81 


1,01 


aed 

~~ 
— 
1 


450 
1230 
1650 








Drehung 
(°) 


Dreh- 
ungs- 
zunahme 


(°) 








k- 10° 


Kk +10°( Me} 


44.0 


6,86 





100 0 
ber. | gef. 
54,6 | (49,3) 
42,8 | 43,4 
87,2 | 35,8 
25,9 | 23,5 
19,3 | 20,1 
13,1 | 14,3 

| 

9,3 7,8 
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1,4 
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Tabelle 12. 


Je 40 mg statt 100 mg Enzym in 20 cem. 


Uber die einheitliche Natur der §-Glucosidase des Emulsins. 


D1 


lethylglucosid und Praparat aus siBen Mandeln d. 





Me; -log{ Me 

(doo) 

0.808 0,09 

(25,55°) 

0,317 0.50 
(10,12°) 
0,196 0,71 
4 (6,27°) 

0,081 1,09 

(2,59°) 

0,020 1,70 

(0,64°) 

(senau 





| Zeit 
atin) 
i 
| 
| 


oD x IN 
2 
_ 
S 


482 





Drehung 
(°) 


— 10,85 
— 9,90 
— 9,38 


— 0,69 
— 0,245 


— 0,26 
— 0,08 





+0,03 





| Dreh- | 
= ( 6 
ungs- = 
zunanme t..10°-[ Me] 
| a 
| 
| pee 14 Hb 
j 0,45 | 
0,97 | 254 
t 
113 | 
— | 419 
0,985 | 
2,355 13s 
me 450 
0,45 
0,715 $8.2 
= (781) 
0,37 
0,815 65,0 
— 563 
0,18 
0,29 11,5 














41.9 


14,9 


1,8 


14.7 


(10,6) 


1,9 


im nimlichen Verhialtnis stehen nun nach 





+ 6,0 


— 0,2 


(+ 3,9) 


+ 0,1 


Ta- 


belle 9 und 10 auch die Affinititen dieser Priparate zum 
-Methylglucosid. Die numerischen Werte von Ky, 0,40 und 
0,60 zeigen jedoch, daB die Verbindung des Enzyms mit dem 
aliphatischen Glucosid 10mal stiarker dissoziiert ist. 
Affinitiitskonstanten 1: Ky, betragen nur 2,5 bzw. 1,7. 
letzteren Werte nur unerheblich differierend ist die Zahl 1,5, 
die wir fiir das Emulsin der Aprikosenkerne aus Tabelle 11 
berechnen. Fiir das aus siiBen Mandeln dargestellte gereinigte 
Priparat (Tabelle 12) fallt die Affinitatskonstante bis auf 0,9. 
Sie ist nur halb so groB als die geringste, welche am System 
Invertin-Raffinose gemessen wurde. 
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Tabelle 13. 
Helicinhydrolyse durch bittere Mandeln a. 





. Dreh- 
| Hel] Zeit | Drehung| ungs- 4 
\ -log 5 = o 6 2 wae 6, o] | 
(Aoe) log [ Hel} (Min.) ( rangle k+10° | {k]-10%+| Hel! 
0,070 1,15 0 | —5,03 ne [53] 87,1 
(7,68°) 30 | — 4,80 0,28 44 
0,0442 1,35 o | —3,18 in [35] 37,6 
(4,85°) 30 | — 2,95 | 0,23 70 
90 | — 2,785 | 0,395 41 

170 | — 2,56 | 0,62 85 
0,0282 1,55 0 | — 2,03 ~ [159] 44,8 
(3,095°) 30 | — 1,76 0,27 132 

90 | — 1,57 0,46 78 

171 — 1,375 0,655 60 
0,0184 1,74 ol- 10 i (143] 26,3 
(2,015°) 60 | — 1,055 | 0,265 102 

176 | — 0,835 | 0,485 68 

300 — 0,595 0,725 64 
0,0122 1,91 0 | — 0,88 _ [192] 23,4 
(1,34° 61 — 0,63 0,25 147 

’ ] ? 

180 — 0,395 0,455 108 

300 | — 0,21 0,67 100 
0,0074 2,13 0 | — 0,53 wp [287] 21,2 
(0,81°) 60 — 0,33 0,20 205 

is4 | —0,20 | 0,33 124 

300 | — 0,045 | 0,485 132 




















Die bei der Hydrolyse von Helicinlésungen gewonnenen 
Zahlen (Tabelle 13—15) gestatten keine Auswertung in bezug 
auf Ky... Die in der 6. Spalte von Tabelle 13 mitgeteilten 
Reaktionskonstanten sprechen in Ubereinstimmung mit dem 
Befunde von R. Willstaitter und G. Oppenheimer fiir eine 
starke Bindung des freien Enzyms durch das aromatische 
Spaltprodukt. Fig. 1 stellt die stark ausgeprigten Maxima 
des -Umsatzes (fiir Versuchsbeginn extrapolierte Reaktions- 
konstanten x Helicinkonzentration) dar. Sie wurden mit 





% § 
A 
ei 
al 








I) 


TS 


n 


Uber die einheitliche Natur der 6-Glucosidase des Emulsins. 


Emulsin ,,Merck“ 4 gegen Helicin. 


Tabelle 14. 





53 





| Hel} 
(doo) 


0,064 
(7,02) 


0,0426 
(4,70°) 


0,0280 
(3,105°) 


0,0125 
(1,385") 


0,0116 
(1,27°) 


0,0085 
(0,94°) 





1,37 


1,90 


1,94 





30 
603/, 
90'/, 





Drehung 
(°) 

— 4,595 

— 4,16 

— 3,84 

— 3,615 


— 8,09 
— 2,72 
— 2,40 
— 2,145 


— 2,05 
— 1,615 
— $5) 
— 1,105 


— 0,90 
— 0,53 
— 0,22 


— 0,055 


— 0,835 
~ 0,46 
— 0,175 
— 0,06 


— 0,62 
— 0,285 
— 0,08 
+ 0,045 





Dreh- 
ungs- 
zunahme 
(°) 


0,37 
0,69 
0,945 
0,435 
0,74 
0,945 
0,38 
0,69 
0,855 
0,375 
0,66 
0,775 
0,335 
0,54 
0,665 





i: + 10° 


488 


647 





k+ 10° + Hel] 


89,0 


-1 
or 
ie 2) 


61,0 


55,0 


bitteren Mandeln und mit dem Merck schen Priparat in 0,03-, 
mit dem Aprikosenmaterial in 0,04 n-Lésung gefunden. Unsere 
Kenntnis iiber die hemmende Wirkung des Salicylaldehyds 
reicht nicht aus, um aus diesen Kurven auf die Affinitits- 
verhiltnisse zu schlieBen. Immerhin geht aus der Abnlichkeit 
scheinbaren Dissoziations- 


der 


3 Kurven hervor, 


daB 


die 


konstanten nicht weit differieren und der GréBenordnung nach 
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Tabelle 15. 


Kinwirkung des Emulsins der Aprikosenkerne ¢ 
auf Helicinlésungen. 

















Dreh- 

[Hel] -log | Hel| Zeit: Drehung| ungs- i+ 10° |h-108+[ Hel} 
( Aco) (Min.)}  (°) —— : 
0,0682 1,17 0 | — 4,90 i 135 92,1 
7,48°) 90 — 4,70 0,20 

225 — 4,48 0,42 

410 | — 4,22 0,68 
0,0437 1,36 Oo} -314]/ — 251 109,5 
(4,79°) 90 | — 2,88 0,26 

225 | — 2,69 0,45 

410 | — 2,40 0,74 
0,0259 1,59 0 | — 1,86 on 432 98,9 
(2,84°) 30 — 1,60 0,26 

226 — 1,41 0,45 

440 | — 1,15 0,71 
0,0189 1,72 0 — 1,36 — 4383 91,3 
(2,08°) 120 | — 1,10 0,26 

300 — 0,82 0,54 

554 | (— 0,55) (0,81) 
0,0114 1,94 0 | —0,82 — 562 64,1 
(1,25°) 120 | — 0,64 0,18 

300 — 0,41 0,41 

555 — 0,25 ; 0,57 
0,0074 2.13 0 | —0,53 wai 687 54,0 
(0,81°) 120 | — 0,39 | 0,14 

300 | — 0,20 0,33 

555 | — 0,09 0,44 








mit jenen der Glucosidase-Salicinverbindungen iibereinstimmen 
diirften. 


4. Vergleich der Affinitaten mit den Zeitwertquotienten. 
Die im 3. Abschnitt mitgeteilten Versuche zeigen die 
Mannigfaltigkeit der Affinitiitsbetriige, die ein bestimmtes 
Knzympraparat zu verschiedenen Glucosiden und ein be- 
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a, Uber die einheitliche Natur der ¢-Glucosidase des Emulsins. 
stimmtes Glucosid zu verschiedenen Fermentpriparaten auf- 
weisen kann. 
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Fig. i. 
Relative Wirksamkeit der Emulsinpriparate a—e auf Helicin. 
In Fig. 2 stellen S, und M die fir das Mercksche 
»@mulsin® ermittelten Dissoziationsreste der Salicin- und der 
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f-Methylglucosid-Enzymverbindungen dar. 


Dissoziationsreste einiger Emulsin-Glucosidverbindungen. 


Ph, ist die Aktivi- 


tiitskurve des Rohproduktes a aus bitteren Mandeln fiir 





OO 
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B-Phenylglucosid. 4, bezieht sich auf die Methylglucosidase- 
wirkung des aus siiBen Mandeln isolierten Ferments. 

In solchen Fillen liefert der Vergleich gleicher Bruchteile 
der maximal méglichen Reaktionsgeschwindigkeiten ein ge- 
naueres Bild vom Mengenverhaltnis der Enzyme als die bei 
einer willkiirlich gewahlten Substratkonzentration bestimmten 
Zeitwerte. In Tabelle 16 sind aus diesem Grunde neben den 
in 0,02 n-Lésung bestimmten Quotienten Qo. auch die fiir 
unendlich hohe Substratkonzentration extrapolierten Q,. ver- 
zeichnet. 


Tabelle 16. 


Scheinbares und wahres Mengenverhiltnis der Enzyme. 





Salicin: #-Phenyl-Gl. | Salicin: §-Methyl-Gl. 
Enzym teapots aoe ae aee : 

a) 1,02 Vx Vo,02 Qoo 

a) bittere Mandeln. . 12,3 | 8.0 96 | 8.5 
b) ,.Emulsin“’ Merck . 96 | 8,7 56 | (PS: 
c) Aprikosenkerne . . — | - 103 | 9 
d) Priparat aus siiBen | | | 
Mandeln ... . “= | a 129 6,8 








Innerhalb der Versuchsfehler von + 20°/, erweist sich 
somit nicht nur das Mengenverhiltnis der salicin- und phenyl- 
glucosidspaltenden, sondern auch das der salicin- und methyl- 
elucosidspaltenden Enzyme als konstant. Die zufillige Uber- 
einstimmung der Mittelwerte fiir Q.., nimlich 8,3 + 0,4 und 
8,0 + 1,3, mag dahin interpretiert werden, daB die Zerfalls- 
geschwindigkeiten der Reaktionszwischenprodukte bei der 
enzymatischen Hydrolyse von Phenyl- und Methylglucosid die 
gleichen sind. 
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Vergleich von Hefe- und Takasaccharase. 
Von 


Richard Kuhn. 


Finfte) Mitteilung titber Spezifitat der Enzyme. 
Von 
Richard Willstitter und Richard Kuhn. 


(Mitteilung aus dem Chemischben Laboratorium der Bayerischen Akademie 
der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. April 1923.) 


In einer Systematik spezifischer Katalysatorenwirkungen 
wird die Erscheinung, daB ein bestimmtes System unter dem 
EinfluB verschiedener Katalysatoren auf verschiedenartigen 
Wegen wieder denselben Endzustand erreicht, besondere Be- 
achtung verdienen. Fiir eine solche Konvergenz spezifischer 
Reaktionswege, die durch den verschiedenartigen Bau 
der Reaktionszwischenprodukte zu verstehen ist, scheint 
aber die Literatur nur den folgenden Anhaltspunkt zu bieten. 

Armstrong?) hat beim Vergleich von Mandel- und Hefe- 
lactase gefunden, da die Wirksamkeit der ersteren durch 
Galaktose mibig, durch Glucose dagegen stark gehemmt wird, 
wihrend die der letzteren ausschlieBlich durch Galaktose be- 
einfluBt wird. In der III. Mitteilung dieser Untersuchungs- 
reihe wurde gezeigt, daB bei allen friiheren Untersuchungen 
iiber den EinfluB der Spaltprodukte auf kohlehydrat- und 
glucosidspaltende Fermente ein Faktor von ausschlaggebender 


1) IV. Mitteilung voranstehend. 
*) E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 73, 8. 516 (1904). 
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Bedeutung unberiicksichtigt geblieben ist: die vollkommene 
Verschiedenheit im Verhalten zu den g- und £-Modifikationen 


der Zucker. Die wichtige Beobachtung Armstrongs bedart 


somit in dieser Hinsicht der Krginzung. Es ist nicht aus- 
geschlossen, dab in diesem und iihnlichen Fillen eine ver- 
haltnismibig geringe Affinitiit zu der einen Hexose fiir das 
Zustandekommen der Hydrolyse ausschlaggebend ist, wiihrend 
eine vielfach gréBere zu dem anderen Spaltprodukt deshalb 
nicht in Frage kommt, weil sie sich auf jene stereoisomere 
Form desselben beschriinkt, die im Zucker bzw. Glucosid nicht 
enthalten ist.!) Kine weitere Voraussetzung fiir die Richtig- 
keit der aus Hemmungsversuchen gezogenen SchluBfolgerungen 
ist die zuverlissige Kenntnis der Konfiguration des Substrates. 
iiber welche man mit den Enzymen nicht immer auf Grund 
ihrer Spezifitiit zu entscheiden vermag.’) 

Kntscheidend geht nun die Verschiedenheit der Mechanismen, 
deren sich zuckerspaltende Knzyme verschiedener Herkunft beim 
Abbau ein und desselben Disaccharids bedienen, aus den 
folgenden Versuchen und Uberlegungen hervor. 

K. F. Armstrong*) und C. 8. Hudson‘) haben gezeigt, 
daB die Glucose im Rohrzucker e-Glucose ist. Das Invertin 
der Hefe besitzt aber zu dieser form des Traubenzuckers 
nicht die geringste Affinitit.®) Man mu daraus per exclusionem 
schlieBen, dai die starke Verlangsamung der Inversions- 





') So erscheint die Hemmung der Saccharasewirkung durch 
6-Glueose als belanglos fiir die Frage nach dem Mechanismus der Rohr- 
zuckerspaltung. Daf die Lactase des Emulsins qguch zur Galaktosehiilfte 
des Milchzuckers in Beziehung treten kann, ist wahrscheinlich. Ist doch 
das Emulsin genau so wie die Enzyme der Kefirkérner auch zur Hydro- 
lyse der 6-Alkyl-d-galaktoside befiihigt. E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 28, 
S. 1429 (1895); E. Fischer und E. F. Armstrong, ebenda Bd. 35, 
S. 3153 (1902). 

*) R. Kuhn, Chem. Ber. Bd. 56, 8. 857 (1923) und zwar S. 859. 

3) Soc. Bd. 83, S. 1305 (1903). 

*) Journ. Am. Chem. Soe. Bd. 31, 8. 655 (1909). 

5) IID. Mitteilung ,,Uber Spezifitiit der Enzyme“, Diese Zs. Bd. 127, 
S. 234 (1923). Uber die Affinitit zu o-Glucosiden vgl. eine folgende 
Abhandlung. 
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geschwindigkeiten, die man bei Zusatz von gewodhnlicher 
Laevulose beobachtet, auch bei Zusatz der im Rohrzucker 
vorliegenden Form dieser Ketohexose, die in freiem Zustand 
noch unbekannt ist, zu finden sein wird. DaB fiir die Ver- 
einigung des Rohrzuckers mit dem Invertin der Hefe nur der 
Fructoserest in Betracht kommt, wird ferner durch die Tat- 
sache wahrscheinlich gemacht, dab dieses Enzym auch die 
Raffinose spaltet.') In dieser ist nimlich der Galaktoserest an 
die Glucosehilfte des Rohrzuckers herangetreten.?) Nur im 
Fructoserest stimmen das Di- und Trisaccharid vollig tiberein. 

Durch sein Verhalten zu den Spaltprodukten stellt das 
Rohrzucker hydrolysierende Hnzym von Aspergillus oryzae ein voll- 
hommenes Gegenstiuch zur ,,l’ructosaccharase« der gewohnlichen 
Kulturhefen dar. Wie aus der folgenden Zusammenstellung 
hervorgeht, sind Fructose und §-Glucose ohne Belang fiir die 
durch Takasaccharase ausgelésten Inversionsgeschwindigkeiten 
des Rohrzuckers. Nur diejenige Form des Traubenzuckers, 
die am Aufbau des Rohrzuckers beteiligt ist, die ¢-Glucose, 
zeigt eine stark hemmende Wirkung. JDaraus ist zu 
schlieBen, daB in diesem Falle das Reaktionszwischenprodukt 
durch Vereinigung des Enzyms mit dem Glucoserest der 
Saccharose gebildet wird, daB die ,,Takadiastase“ eine ,,Gluco- 
saccharase“ enthialt. 


Hefe-Saccharase Taka-Saccharase 
u-Glucose hemmt nicht hemmt stark 
6-Glucose hemmt hemmt nicht 
Fructose hemmt hemmt nicht. 


Die zu den Versuchen 1—5 der Tabelle 1 angewandte Hefe- 
saccharase ist die nach dem Verfahren von R. Willstitter und 
W. Wassermann’) dargestellte Lésung 6 der II. und III. Abh.*), die 
auch zu den meisten Versuchen der folgenden Abh. gedient hat. Sie 
ist ausgezeichnet durch eine fast 6 Monate hindurch beobachtete Konstanz 


') Diese Zs. Bd. 125, S. 28 (1922/23). 

*) C. Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 3, S. 519 (1907). 

3) Diese Zs. Bd. 123, S. 181 (1922). 

*) Diese Zs. Bd. 125, S. 28 (1922/23) und zwar S. 38; ebenda 
Bd. 127, S. 234 (1923) und zwar S. 237. 
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von Ay = 0,029 und von S.-W.') = 1,18 (+ 0° = 0,85 Min.). Die erste 
in Tabelle 1 mitgeteilte Bestimmung ist nimlich nach Beendigung aller 
anderen Versuche ausgefiihrt. Der Mittelwert der Reaktionskonstanten 
betrigt 158,5 und stimmt genau mit dem zu Beginn der Versuche ge- 
tundenen und bereits mitgeteilten Werte 158,5*) iiberein. 


Das Taka-Enzym war ein von Parke, Davis & Co. in 
Michigan, Detroit nach Takamine dargestelltes Priparat, 
fiir dessen freundliche Uberlassung ich Herrn Geheimrat 
C. J. Lintner und Herrn Prof. H. Liiers zu groBem Danke 
verptlichtet bin. 


Zu den Versuchen 6—9 der Tabelle dienten je 27,4 mg (in 5 cem 
Wasser gelést), die dem vorgewirmten Gemisch von 10 cem 20 °/, iger 
Rohrzuckerlésung und 5 cem n/10-Acetatpuffer (p,, = 5,5) zugesetzt 
wurden. Bei den Versuchen 7—11 wurden iiberdies 1'/,—3 Minuten 
vor Zusatz des Enzyms die in der 2. Spalte der Tabelle angegebenen 
Mengen der feinpulverisierten Hexosen durch rasches Umschwenken 
in der 30° warmen Zuckermischung in Liésung gebracht. Auf die ge- 
naue Einwage von Glucose und Fructose wurde verzichtet, da in An- 
betracht der durch sie bedingten Voluminderung der Rohrzucker- 
lésungen, die sich in weiten verschlossenen Reagenzgliisern befanden, 
die richtigen Werte fiir die Anfangsdrehung nur extrapoliert, nicht aber 
berechnet werden konnten. Zur Sistierung der Enzymwirkung und zur 
Aufhebung der Mutarotation der Zucker wurden je 5 ccm Bestimmungs- 
lésung in 3 cem 2 n-Sodaliésung eingetragen. Die angegebenen Drehungs- 
winkel sind das Mittel von je 10 Ablesungen im 2 dm-Rohr. Bei voll- 
stiindiger Spaltung des Robrzuckers wiirde die Drehungsabnahme in den 
Versuchen 6—9 10,50°, in den Versuchen 10 und 11, zu denen je 22mg 
Enzym in 10 ecm Acetatgemisch von p,, = 5,0 angewandt wurden, dagegen 
8,40° betragen. Versuch 6 zeigt, daB im Gegensatz zum Invertin der Hefe 
die Inversion durch Taka-Saccharase etwas langsamer verliuft als mono- 
molekular. Das weit stiirkere Fallen der Konstanten in dem unter Zu- 
satz von §$-Giucose ausgefiihrten Experiment 8 ist wohl auf die durch 
Mutarotation entstandene «-Modifikation zuriickzufiihren, die, wie aus 
den Versuchen 7 und 10 hervorgeht, stark hemmend wirkt. Die Ver- 
suche mit a-Glucose zeigen zugleich, da8 der Ubergang dieses Zuckers 
in die indifferente §-Form ein leichtes Ansteigen der Reaktionskonstanten 
bedingt. Zum besseren Vergleich der Zahlen sind aus diesem Grunde 
die Werte von &-10* fiir Versuchsbeginn extrapoliert worden. Die mit 
und ohne Zusatz von Fructose beobachteten Geschwindigkeiten stimmen 





1) Chem. Ber. Bd. 56, 8. 509 (1922/23). 
*) Diese Zs. Bd. 127, S. 234 (1923) und zwar S. 238. 
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EinfluB der Spaltprodukte auf die Rohrzuckerhydrolyse. 


Versuche Nr. 1—5: 


Inversion bei 30,02 + 0,05°; Polarisation bei 19°. 





Nr. Enzym und Zucker 
Hefesaccharase: 

\ 0,1 n-Saccharose 
2 0,1 n-Saeccharose 
+ 0,11 n-«-Glucose 

3 0,1 n-Saccharose 
+ 0,11 n-3-Glucose 

4 0,1 n-Saccharose 

+ 0,11 n-«, §-Fructose’) 
5 0,1 n-Saccharose 
+ 0,11 n-8-Fructose’) 





1) Gleichgewichtsform der y-oxydischen Fructose. 
2) Frisch geléste Liivulose. 


Zeit 
(Min.) 


0,0 
2,1 
8,8 
15,3 





24,8 





Drehung 
bes 


2,20 
(+ 0,663) 
+ 0,405 
— 0,555 
— 1,17 
— 1,985 
+ 0,663] 
+ 0,363 
— 0,47 
— 1,il 
— 1,91 


Dreh- 
ungs- 


abnahme 
og 








Spaltung 
°/o) 








— 
Lay 


Mitte] 


158.5 


159 


131 


134 
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Kortsetzung von Tabelle 1. 


Richard Kuhn, 





Versuche Nr. 6—11: Inversion bei 29,97 -+ 0,03°; Polarisation bei 20,5°. 





10 


11 





Enzym und Zucker 


Takasnecharase: 


0,292 n-Saecharose 


0,292 n-Saccharose 


+- 0,277 n-a-Glueose 


0.292 n-Saccharose 


+ 0,28 n-$-Glucose 


0,292 n-Saccharose 


+ 0,28 n-a, §-Fructose 


0,233 n-Saecharose 


+ 0,224 n-a-Glucose 


0,233 n-Saccharose 


+ 0,23 n-5-Glucose 








Drehung 
eé, 


[10,762 | 
10,751 
10,632 
LO,DL5 


[10,873] 
10,840 
10,640 
10,523 
[2,078 | 

2,060 
1,828 


1,615 


[7,39] 
7,383 


7,30 





Dreh- 
ungs- 
abnahme 


(") 


0,027 
QO,247 


0.457 


0,011 
0,13 


0,247 


0,033 
0,253 
0,35 
0,018 
0,25 


0,463 


0,004 
0,040 
0,075 
0,110 
0,007 
0,090 
0,17 

0,245 





Spaltung 


(°/o) 





k -10* 


[1,86] 
1,86 
1,82 
1,91 

[4,30] 


4,25 
4,20 
4.05 























104 
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vollkommen iiberein. Beim Vergleich von «- und #-Glucose findet man 
als Verhiiltnis der Reaktionskonstanten 1:2,62 und 1: 2,21. 

Die gewihlte Aciditit ist nicht als optimal ermittelt worden, Auch 
konnte mit der geringen Menge des Enzymmaterials nicht entschieden 
werden, ob das deutliche Reduktionsvermégen, das Raffinose (0,20 g 
Pentahydrat in 4 cem Wasser) nach 60 Minuten langer Einwirkung von 
3mg Takapriiparat bei 20° erlangt hatte, durch primiire Sprengung des 
Rohrzucker- oder Melibioserestes zu erkliiren ist. 

Der Vergleich der Affinitiiten, den die zuckerspaltenden 
Kinzyme einerseits in wibriger Lésung, anderseits in der Hefe- 
zelle selbst zu stereoisomeren Zuckern aufweisen, wird vielleicht 
einen Kinblick in die Permeabilititseigenschaften der Zell- 
membran, die fiir das Verstiindnis der auswaihlenden Giarung 
von Zuckergemischen nicht ohne Bedeutung sein diirften, ge- 
wihren. Wegen der betriichtlichen Schwierigkeiten, die mit 
der experimentellen Priifung dieser Frage verkniipft sind, 
sei nur ein unter /oluolzusatz ausgefiihrter Vergleich der Rohr- 
zuckerspaltung mit und ohne Zusatz von e@-Glucose mitgeteilt, 
aus dem hervorgeht, dab, wie in Saccharaseldsungen die 
invertierende Kraft des Knzyms auch in der Hefezelle durch 
a-Glucose nicht herabgesetzt wird. 

Hefe der Sinner A.-G. (28. IT. 1923). a) 3,000 g Frischhefe + 
2 ccm 20°/,iges NaH,PO, + 25 Tropfen Toluol + 4,75 g Rohrzucker auf 
100 cem; b) derselbe Ansatz + 2,000 g «-Glucose. Es wurden Proben 
von je 20 cem der gut umgeschiittelten Suspensionen mit 5 eem 2 n-Na,CQ,- 
Lésung versetzt und sofort in der Zentrifuge bei 5000 Umdrehungen in 
der Minute von der Hefe getrennt, um durch Filtration unter Zusatz 
von wenig spanischer Kliirerde fiir die Polarisation vorbereitet zu werden. 
Kohlensiiureentwicklung war in den bei 18,4—138,69 stehenden Be- 
stimmungslésungen nicht zu beobachten. Immerhin kénnte eine stiirkere 
Girung der zuckerreicheren Liésung b) etwas zu starke Saccharase- 
wirkung vortiuschen. 








a) Ohne Zusatz. b) Zusatz von a-Glucose. 
Zeit | Drehung | Spaltung k- 103 Zeit Drehung | Spaltung k+ 108 
(Min.) (°) (°/.) (Min.) (°) Ci. 
0,0 | {+ 5,00] — — 0,0 [7,10] _ — 
3,0 | + 4,15 12.9 i 3,5 5,97 17,2 a 
16,0 | + 1,25 57,0 | 22,9 17,0 | 3,20 59,4 | 23,1 
32,0 | — 0,70 86,8 | 27,5 31,5 1,45 86,0 27,1 





























Zur Mikrobestimmung der Phosphorsaure. 
Von 


Richard Kuhn. 


(Mitteilung aus dem chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der 
Wissenschaften in Miinchen.) 


Der Redaktion zugegangen am 27. April 1925. 


Im folgenden wird iiber die analytischen Methoden be- 
richtet, mit denen R. Willstitter, J. Graser und R. Kuhn’) 
die Frage nach dem Phosphorgehalt der Hefesaccharase?) ent- 
schieden haben. 


I. Die Soda-Salpeterschmelze. 


Unter den zur Zerstérung der organischen Substanz und 
Uberfiihrung organisch gebundenen Phosphors in Phosphor- 
siiure empfohlenen Methoden zeichnet sich die oxydierende 
Schmelze mit einem Gemisch gleicher Gewichtsteile von Kalium- 
nitrat und wasserfreier Soda durch Sicherheit und Schnellig- 
keit des Verfahrens aus. H. Lieb*) hat sie den Bediirfnissen 
der Mikroanalyse angepaBt und ausfiihrlich beschrieben. 


Bei der gravimetrischen Analyse phosphorarmer Substanzen ist man 
gendtigt iiber die von H. Lieb angegebene Einwage von 2—5 mg hinaus- 
zugehen. Bei einem Phosphorgehalt von 0,3—0,2°/, sind z. B. 10—20 
und mehr mg Substanz erforderlich. Das fiir die Mikro-C-H-Bestimmung 
in Verwendung stehende Platinschiffehen geniigt in diesem Falle nicht 





1) Diese Zs. Bd. 123, S. 1 (1922) und zwar Kap. C, S. 38. 

*) H. v. Euler und O. Svanberg, Diese Zs. Bd. 112, S. 282 (1921) 
und Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 8, Nr. 12 (1921); H. v. Euler und 
K. Josephson, Chem. Ber. Bd. 55, S. 2416 (1922). 

8) In F. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse, Berlin 
1917, S. 133; H. Lieb in Abderhaldens Handb. d. biolog. Arbeitsmeth., 
Abt. I, Teil 8, Lieferg. 16, 8S. 384 (1921). 
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fiir die griindliche Durchmischung und Bedeckung der Substanz mit 
dem Soda-Salpetergemisch. Es wird durch ein von W. C. Heraeus in 
Hanau a. M. angefertigtes von gréBeren Dimensionen (20 x 5 x 4 mm) 
ersetzt. 

Das bei Verbrennung im Sauerstoff eintretende lebhafte 
Verspritzen der Schmelze im Verbrennungsrohr lieB sich bei 
den von uns analysierten Priparaten von Saccharase, Per- 


oxydase!) und Lipase”) véllig vermeiden, wenn die Erhitzung 


im Luftstrom begonnen und erst nach dem Schmelzen des 


Oxydationsgemisches und Zerstérung des gréBten Teils der 
organischen Substanz die gebildete Kohle im Sauerstoffstrom 


verbrannt wurde. Dann erst wurde — gleichfalls im Sauer- 
stoffstrom — mit rauschender Bunsenflamme die Oxydation in 


etwa 5 Minuten beendet. Die Schmelze wird zur sicheren 
Hydrolyse des Pyrophosphats mit 2n-Salpetersiure ausgekocht. 
Man findet auf diese Weise ebensoviel Phosphorsiiure wie nach 
direkter Schmelze im Sauerstoffstrom oder nach der Neu. 
mannschen Siuregemischveraschung. Auch in der Asche von 
der Preglschen Elementaranalyse der Saccharasepriparate war 
die Gesamtmenge des Phosphors vorhanden. 


1. a) 11,23 mg Invertin (Prip. d der III. Mitt. iiber In- 
vertin) *), von Anfang an im Sauerstoffstrom auf- 
geschlossen, gaben nach sorgfiltigem Lésen der 
im Rohr verspritzten Anteile 9,70 mg Ammoniuin- 
Phosphor-Molybdat (vgl. IT) os 

b) 10,01 mg desselben Priiparats, zuerst im Luft-, 
dann im Sauerstoffstrom geschmolzen, gaben 8,83 mg 
Fillung ne ee ee ae ee eee 

2. a) 5,86 mg Priip. y*) gaben 16,12 mg Niederschlag . 4,00 

b) Aus der Asche einer mit 5,382 mg ausgeftthrten 
C-H-Bestimmung wurden 15,06 mg Ammonium- 


Phosphor-Molybdat erhalten . . . . . . . . 4,06 
ce) Aus 7,425 mg nach Veraschung mit Siiuregemisch 
BO00me Pelee. 2 est ttl tt tl lw 


') R. Willstitter und A. Pollinger, Liebigs Ann. der Chem. 
Bd. 430, S. 269 (1922/23) und zwar S. 317if. 

*) R. Willstitter und E. Waldschmidt-Leitz, diese Zs. Bd. 125, 
S. 1382 (1922/23) und zwar S. 197f. 

8) Diese Zs. Bd. 123, S. 1 (1922) und zwar S. 42, Nr. 5. 

‘) Ebenda, S. 43, Nr. 10. 


Hoppe-Sey!er’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIX. o 
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IT, Féllung und Wagung des Ammoniumphosphormolybdats. 


N. v. Lorenz?) verdankt man eine vortreffliche Methode 
zur Bestimmung der Phosphorsiure, die auf Fiallung von 
Ammoniumphosphormolybdat in salpeter-schwefelsaurer Lésung 
und Wiagung des mit 2°/,iger Ammonnitratlésung gewaschenen, 
mit Alkohol und Ather (oder Aceton) entwiisserten Nieder- 
schlags beruht. H. Neubauer und F. Liicker?’) sowie 
W. Pliicker*) haben die groBe Exaktheit der auf diese Weise 
erzielten Resultate hervorgehoben. Durch einen auBerordent- 
lichen UberschuB an Molybdinsiure wird nimlich der Kinflub 
wechselnder Mengen von stérenden Verunreinigungen, wie sie 
namentlich bei der Analyse von Diingemitteln und Acker- 
erden vorkommen, ausgeschaltet.4) Die von N. v. Lorenz an- 
gegebenen Reagenzien hat Lieb ungeindert fiir die Mikro- 
bestimmung der Phosphorsiiure iibernommen, wihrend er zum 
Sammeln, Trocknen und Wagen der geringen Niederschlags- 
mengen die mit automatischer Absaugvorrichtung versehenen 
Halogenfilterréhrchen von F. Pregl®) beniitzt. In den engen 
Grenzen von 0,4—1,0 mg P bestimmte er bei der Analyse 
von NaNH,HPO,.4H,O als Mittel von 6 Versuchen den P,O,- 
Gehalt der Fallungen zu 3,326°/,. ,,Aus der Berechnung 
dieses Faktors ergibt sich, daB der mit Ather und im Vakuum 
getrocknete Phosphormolybdatniederschlag annihernd der Zu- 
sammensetzung (NH,),PO,.14MoO, entspricht, daB aber ein 
ganz geringer Teil desselben in Lésung bleibt. 

Der Anwendungsbereich der Liebschen Methodik 1laBt 
sich nun um mehr als eine Zehnerpotenz nach unten bis zu 
Phosphormengen von 0,03 mg erweitern. Es ist nur — worauf 
iibrigens schon v. Lorenz und Plicker hingewiesen haben — 
zu beachten, daB die Niederschlagsbildung 1 Stunde nach der 
Fallung noch lange nicht vollstindig ist. Man muB die weniger 


') Landw. Versuchsstation Bd. 55, 8. 183 (1901); Chem. Ztg. Bd. 32, 
S. 707 (1908); Referat: Zs. analyt. Chem. Bd. 46% 8S. 192 (1907). 

*) Zs. analyt. Chem. Bd. 51, 8. 161 (1912), 

8) Zs. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genuémittel Bd. 17, S. 446 (1909). 

*) H. Neubauer, a. a. O. 

5) Die quantitative org. Mikroanalyse, S. 109 ff. 
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als 0,5 mg Phosphor enthaltenden Niederschlige 6—18 Stunden, 
die weniger als 0,05 mg enthaltenden bis zu 36 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen lassen, um Gewichtskonstanz zu er- 
reichen. 

Die folgenden Analysen sind mit reinem Na,HPO,.2H,O 
(,,zu Enzymstudien nach Sérensen“, Kahlbaum, Pyer, = 17,43°/,) 
ausgefiihrt, von dem 0,385795 g bei 15° zu 250 ccm gelést 
wurden, was 0,24954 mg P in 1 ccm entspricht. 

0,1674 ¢ Na,HPO,.2H,O gaben nach B. Schmitz!) 0,1042 g 

Mg,P,0, = 17,35 %/, P. 
0,12895 g Na,HPO,.2H,O gaben 0,0807 g Mg,P,O, = 17,44 °/, P. 


Tabelle I. 


Gravimetrische Mikrobestimmung. 




















Phosphat yes P,..? Pop Fehler 
(cem) pet (mg) (mg) (°/o) 
5 85,65 1,248 1,244 ~ 0,3 
5 85,48 1,242 — 0,5 
2 34,29 0,4991 0,498 — 0,2 
2 34,36 0,499 + 0,0 
1 17,41 0,2495 0,2529 +1,3 
1 17,15 0,2491 — 0,2 
0,5 8,55 0,1248 0,1242 + 
0,5 8,60 0,1249 + 0,1 
0,25 4,26 0,0624 0,0619 ~ 0,8 
0,25 4,28 0,0622 ~ 0,8 
0,125 2,14 0,0312 0,0811 ~ 0,3 
0,125 2.12 0,0308 ~ 1,3 


1 Stunde nach der Fillung waren die Resultate bei 0,5 mg P um 
1,2 und 1,3°/,, bei 0,25 mg um 2,5 und 3,5 und bei 0,0624 mg um 
5/9 zu niedrig. 

Insgesamt wurden aus 4,4293 mg Phosphor 304,29 mg 

') Zs. analyt. Chem. Bd. 45, S. 512 (1906). 

*) Mit absolutem Alkohol und Aceton (iiber die Bisulfityerbin- 
dung ger.) entwissert und im Exsiccator ohne Trockenmittel bei 10 bis 
15 mm Hg vom fliichtigen Keton befreit. Nach 5 Minuten gewogen. 

3) Mit dem Liebschen Faktor 0,014 524. 


5 * 
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Molybdat erhalten, entsprechend dem Faktor 0,03331 (log = 
52263) bezogen auf P,O, und 0,01456 (log = 16305) be- 
zogen auf P. Dies steht in bester Ubereinstimmung mit den 
von Lieb bei den kleinsten durch ihm untersuchten P,O.- 
Mengen (0,9—1,2 mg) gefundenen Faktoren 0,03332 und 
0,03330, wihrend der von v. Lorenz und W. Pliicker fiir 
die Makroanalyse ermittelte Faktor 0,03295 um 1°/, kleiner 
ist. Doch erweist er sich auch hier nicht als voéllig konstant. 
Mit fallenden Phosphormengen steigt er in den von 


v. Lorenz mitgeteilten Analysen von 0,03291 bis aut 


0,03317. Diese Differenzen diirften auf das Zeitphiinomen 
der Niederschlagsbildung auf die bei Makro- und Mikro- 
analyse etwas verschiedene Art der Entwisserung und 
Wiigung, sowie auf die immerhin merkliche Léslichkeit des 
Ammoniumphosphormolybdats zuriickzufiihren sein. Durch 
nephelometrischen Vergleich?) mit Phosphorsiurelésungen 
gleichen Molybdiin-, Schwefel- und Salpetersiuregehaltes fanden 
wir in der Mutterlauge einer 0,499 mg P_ enthaltenden, 
18 Stunden gestandenen Fillung etwa 0,2°/, des angewandten 
Phosphors. 

Die sulfathaltigen Fallungen verlieren beim Trocknen bei 
140° 2,12°/, Wasser und enthalten auf 1 Phosphoratom sehr 
angenahert 73 Molybddnsdurereste. Sie stehen den von 
K. G. Falk und K. Sugiura’) aus ammonsalzreicheren L6- 
sungen mit geringerem UberschuB von Molybdinsiiure ge- 
wonnenen Fillungen nahe und widersprechen der hiufig 
vertretenen Ansicht*), da der Phosphorsiiure - Molybdin- 
Komplex nie mehr als 12 MoO, enthalte. Man sollte doch 
glauben, daB der Konstanz der Zusammensetzung, die 
sich bei Variation der Phosphorsiuremengen im Verhiiltnis 
von 1:2000 ergibt, eine wohl definierte Verbindung zu- 
grunde liegt. Die schénen und umfassenden Untersuchungen 
von A. Rosenheim scheinen freilich einer solchen Verbindung, 


1) Nach H. Kleinmann, Biochem. Zs. Bd. 99, S. 115 u. 150 (1919). 

*) Jil. Am. Chem. Soc. Bd. 87, 8. 1507 (1915). 

’) Vel. z. B. FL P. Treadwell, Quantitative Analyse, 7. Aufl, 
S. 371 (1917). 
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deren Molybdingehalt iiber den der Grenzreihe hinausgeht, 
keinen Platz in der Systematik der Heteropolysiuren zu ge- 
wihren, wie auch die aus rein salpetersaurer Lisung erhaltene, 
von F. Hundeshagen!’) analysierte Verbindung 
((NH,),PO,.12Mo0,].2HNO,.H,O bzw. [P(Mo,0,),|H,(NH,),-N,0; 


durch die Werner-Miolatische Theorie bisher keine Deu- 
tung erfahren hat. 


Jnd doch ist es eine auf zahlreiche analytische Unter- 
suchungen gestiitzte Erfahrung?), daB das Triammonsalz der 
siebenbasischen *) Phosphor-Dodekamolybdansiure sich mit noch 
zwel einbasischen Siureresten verbindet, daB nimlich bei der 
alkalimetrischen Bestimmung fiir jedes P-Atom 28 Aquivalente 
Alkali verbraucht werden und zwar unabbiangig vom Gewichts- 
verhiltnis, in dem der Komplex zu dem darin enthaltenen 
Phosphor steht.*‘) 

Fiir das Verstiindnis dieser Erscheinung bietet die auf- 
fallende Selektivitiit der Phosphormolybdinsiure gewisse An- 
haltspunkte. Obwohl das Kalium- und das Ammoniumsalz in 
ihrer Léslichkeit nahe iibereinstimmen, erhilt man, wie 
G. Vortmann®) gezeigt hat, wenn die iquivalente Menge NH, 
zugegen ist, auch bei Gegenwart iiberschiissigen Kaliumions 
das Ammonsalz; das fixe Alkali laBt sich nur bei Ab- 
wesenheit von Ammonsalz dem Komplex einverleiben. Dieser 
Kationenselektivitit steht nun die auswihlende Bindung des 
in den obigen Formeln auBerhalb des Komplexes _betind- 
lichen Siéiurerestes gegeniiber. Die 2 Molekiile HNO, werden 
nur in rein salpetersaurer Liésung vom Ammoniumphosphor- 





') Zs. analyt. Chem. Bd, 28, S. 141 (1889). 
*) F. Hundeshagen, a. a. 0O.; A. Neumann, diese Zs. Bd. 37, 
S. 115 (1902) und Bd. 43, S. 32 (1904); vgl. insbesondere das folgende 


Kapitel. 
8) A. Rosenheim und J, Pinsker, Zs. anorg. Chem. Bd. 70, 8. 73, 
(1910/11). 


‘) Unabhiingig davon, ob der Niederschlag in rein salpetersaurer 
(F. Hundeshagen) oder salpeter-schwefelsaurer Lésung dargestellt 
wurde. 

5) Zs, analyt. Chem. Bd. 56, S. 465 (1917) und zwar S. 478 ff. 
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molybdat gebunden: Bei 120—140° getrocknet verbrauchen 
die Niederschlige nur noch 26 Aquivalente Alkali.) Die in 
schwefelsaurer Lésung?) dargestellten behalten dagegen beim 
Erhitzen ihre Titrationsaciditét ungeindert bei: In ihnen 
ist die Salpetersiure durch nicht fliichtige Siurereste ersetzt 
worden. Diese Substitution scheint nun je nach der Zu- 
sammensetzung der Fallungsfliissigkeit verschiedenartig, 
vor allem bei Anwesenheit von Schwefelsiure unter 
Aufnahme von Schwefel- und Molybdinsiure vor sich 
zu gehen. Auch fiir diesen Teil des Molekiils verbiirgen wohl 
die durch v. Lorenz gewihlten Versuchsbedingungen*) den 
Grenzgehalt an Molybdinsiure und damit die konstante Zu- 
sammensetzung des Niederschlags. Diese Zusammensetzung 
entspricht jedoch keinem einfachen stéchiometrischen Ver- 
hiltnis. Die folgenden Analysen sprechen dafiir, dab neben acht 
[P(Mo,0O,),|H,(NH,),-Gruppen ein Rest der noch unbekannten 
Schwefelmolybdinsiure [S(Mo,0,),]H, *) und 20H,O im Nieder- 
schlag enthalten sein kénnten. 

1. Phosphorgehalt: Das angewandte Phosphat war in 50 ecm 
2n-HNO, enthalten und wurde bei 80° mit 50 cem schwefelsaurem 
Molybdinreagens gefillt. Die 24 Stunden gestandenen Niederschlige 


wurden durch Platin-Neubauertiegel filtriert, mit absolutem Alkohol und 
Aceton entwissert. Die Wiagungen sind fiir die Zeit ¢ = 0 extrapoliert. 


a,) 2,495 mg Phosphor gaben 0,1721 g Molybdatfiillung . 1,450°/, P 


a) 2,495 mg ‘ " 0,1718 g - . 1,452 
b,) 2,192 mg = »  0,1505 g - . 1,456 
b,) 2,192 mg mn » 0,1509 g " . 1,452. 


2. Wassergehalt: Bei 140° war in 1 Stunde Gewichtskonstanz 


erreicht. 


a,) 0,1721 g Molybdat verloren 0,0036g . .. . . . 2,09°/, H,O 
a) 0,1718 g ~ " OOPere- 2. + os . we 


3. Molybdinsdure: Die Niederschlige wurden in Ammoniak (1:10) 
gelést, die Phosphorsiiure mit Magnesiamixtur gefallt, nach 6 Stunden 


') F. Hundeshagen, a. a. O. 

*) K.G. Falk und K. Sugiura, a. a. O. 

‘) Auf 1 P treffen in Tabelle I 250—10000 MoO,. 

4) Vielleicht in Form des Diammonsalzes. Uber Salze der Sulfato- 
orthomolybdiinsiiure, z. B. [SO,Mo,0,,|K,H, + 3H,O, liegen Angaben von 
L. Forsén, ©. R. Bd. 172, 8. 681 (1921), Chem. Zbl. 1921/III, 8. 1317 vor. 
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abfiltriert, mit iiber Jod gereinigtem Schwefelwasserstoff gesittigt, mit 
reiner Schwefelsiure angesiuert, in einer Druckflasche am Dampfbad 
bis zum Absitzen des Niederschlags erhitzt, durch Gooch-Neubauer- 
tiegel filtriert, mit verdiinnter Schwefelsiiure gewaschen, mit Alkohol 
entwiissert und sorgfiltig bis zur Gewichtskonstanz der hellgriinlichen 
Molybdiinsiure vergliiht.') 
b,) 0,1505 g gaben 0,1821 g Molybdinsiiure . . . . . 58,52°/, Mo 
b,) 0,1509 g =, 0,13833 ¢g : o-« «= « « Sa 
4. Schwefelsiure*): Die gewogenen Niederschlige wurden in 
warmem verdiinntem Ammoniak gelést, mit 10°/,iger Ammonnitratlésung 
auf 100 cem gebracht und nach Zusatz von 3g Ammonmolybdat durch 
Zutropfen 20°/,iger HNO, bei 80° gefiillt. Der zweite Niederschlag 
erweist sich bei Wiederholung dieser Behandlung in Ubereinstimmung 
mit K.G. Falk und K. Sugiura als sulfatfrei. Die erste Mutterlauge 
wurde zur Trockene eingedampft, mit 2 cem konzentrierter Salzsiure 
und 25 cem Wasser aufgenommen, filtriert, mit 2,5°/,iger Chlorwasser- 
stoffsiiure auf 100 cem gebracht und mit 0,5 g Chlorbarium in der Siede- 
hitze gefillt. 
¢,) 24,953 mg Phosphor gaben 1,7328 g Ammoniumphosphor- 
molybdat und 0,0231 g Bariumsulfat. . . . . . . . 0,18°/)5 
C,) 24,953 mg P gaben 1,7394 ¢ Fillung und 0,0240g¢ BaSO, 0,19. 
5. Aciditat®): 
d,) In der Kiilte verbrauchten*) 0,1719 g Niederschlag 85,2 mg 
NaOH = 26,5 Aquivalente Alkali fiir 1 P-Atom. 
d,) Nach Vertreibung des Ammoniaks wurden von 0,1722 und 
0,1719 g Molybdatfaillung 90,57 und 90,28 mg NaOH gebunden, 
entsprechend 28,17 und 28,08 Aquivalenten Alkali. 


Diese Analysen stehen mit denjenigen von Falk und 
Sugiura, deren Niederschlige aus viel ammonsalzreicheren 
Lisungen mit geringerem UberschuB von Molybdinsiure 
dargestellt wurden, in auffallender Ubereinstimmung.5) Wenn 


1) Nach F. P. Treadwell, Quant. Analyse, 7. Aufl., S. 243f. (1917). 
*) Nach K. G. Falk und K. Sugiura, a. a. O. S. 1513. 

8) Vgl. auch das folgende Kapitel. 

*) Indikator: Phenolphthalein. 

5) DaB die genannten Forscher fiir die Zusammensetzung des wasser- 
freien Niederschlags 4[(NH,),PO,.12Mo0O,\(NH,),SO,.5MoO, angeben, 
scheint auf Rechenfehlern zu beruhen. Vor allem ist der von ihnen ermittelte 
S-Gehalt (0,2°/,) nur etwa halb so gro8 als es diese Formel verlangt. Der 
MoO,-Gehalt, den sie nach A.S. Raper als PbMoO, ermitteln(eine Methode, 
die nach H. Kleinmann immer 1—2°/, zu hohe Resultate liefert), ist 
um 0,5°/, und nach ihren Kontrollversuchen um 1,0°/, kleiner. Auch 
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auch bei stiirkeren Anderungen der Schwefelsiiure- und 
Ammonsalzkonzentration die Zusammensetzung der Nieder- 
schlige nicht konstant bleibt') und im Schwefelmolybdiin- 
siurereste isomorphe Mischungen vorliegen diirften, so wird 
doch unter gleichartigen fF allungsbedingungen unabhingig 
von den vorhandenen Phosphorsiituremengen?) eine so gleicli- 
miBige Zusammensetzung der Fiallungen erzielt, da diese 
fiir die analytische Bestimmung auch sehr geringer Phosphor- 
gehalte durchaus geeignet erscheinen. 


LIT, Mafanalytische Bestimmung. 


Nach der ausfiihrlichen Kritik und eigenen Versuchen 
H. Kleinmanns®) sind die nach A. Neumann‘) dargestellten 
Molybdinfillungen fir die alkalimetrische Mikrotitration der 
Phosphorséure nur bis zu 0,5 mg P anwendbar. Schon bei 
0,2 mg P waren die von Kleinmann erhaltenen Resultate 
um 20°/, zu hoch, H.v. Kuler und O. Svanberg®) haben 
daher fiir den Bereich von 0,5—0,1 mg P die von ihnen an- 
gewandten Reagenzien mit bekannten Phosphorsiuremengen 
kalibriert. Gem’ den von H. v. Kuler und O. Svanberg 
mitgeteilten Zahlen miiften nun z. B. bei 0,11 mg P etwa 
28Mo0, auf 1 P-Atom treffen. Der starke Gang des Faktors 
diirfte hauptsichlich auf das Mittitrieren der Filter und den 
Verzicht auf das Vertreiben der Kohlensiure zuriickzufiihren 
sein — Fehlerquellen, auf die schon in der Makroanalyse 
J. P. Gregersen®), W. Heubner’), S. L. Jodidi und 


stimmen ihre Titrationsversuche nicht fiir eine so molybdiénreiche Ver- 
bindung. Es sei jedoch bemerkt, daB auch bei unseren Versuchen das 
Verhiltnis P:Mo sich obiger Formel (1:13,25) etwas niihert. Es be- 
trigt 1: 13,00 und 1: 13,11. 

!) K.G. Falk und K. Sugiura, a.a.O. S. 1513 ff. 

2) Falk und Sugiura arbeiten dagegen immer mit 45—50 mg P,O;. 

3) Ava. O. S. 95 ff. 

4) Diese Zs. Bd. 37, 8S. 115 (1902) und Bd. 43, 8S. 32 (1905). 

5) Diese Zs. Bd. 112, S. 282 (1921). 

6) Diese Zs. Bd. 53, 8. 453 (1907). 

7) Biochem. Zs. Bd, 64, 8. 393 (1914). 
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EK. H. Kellogg’), H. Kleinmann?) und namentlich P. Iver- 
sen*) hingewiesen haben. 

Auf Grund der Bestimmung des Ammoniakgehaltes der 
Molybdinniederschlige nach der Mikro - Kjedahl - Methode 
J. Bangs*) haben O.Svanberg, K.Sjéberg und G. Zimmer- 
lund®) eine Mikrobestimmung der Phosphorsiure ausgearbeitet, 
welche ,,bei gleichzeitiger Ausfiihrung von drei bis vier Ana- 
lysen und bei Phosphorsiuremengen entsprechend 0,05 bis 
1,00 mg P bis auf 2—3°/, richtige Werte liefert“. Doch 
erwies sich der NH,-Gehalt der Niederschliige durchgehend 
als einige Prozente®) gréBer als dem Verhiltnis 1 P:3NH, 
entspricht, was ,,bei EKichung der Reagenzien in jedem Fall 
beriicksicht werden mu“. 

Bei Befolgung der von A. Neumann oder N. v. Lorenz 
gegebenen Vorschriften reift aber der Molybdinniederschlag 
entgegen den Befunden von A.S. Raper’) und A. E. Taylor 
und C. W. Miller’) keine Molybdinsiiure und nach O. Svan- 
berg, K.Sjéberg und G. Zimmerlund entgegen der An- 
gabe von H. Kleinmann®) keine merklichen Mengen von 
Ammonsalz mit. In Ubereinstimmung mit den im vorstehen- 
den Kapitel mitgeteilten gravimetrischen Analysen und den 
sorgfaltigen Versuchen von P. Iversen?!) laiBt sich durch eine 
einzige Bestimmung noch 1/,, mg P unter Zugrundelegung des 
theoretischen Faktors 0,553 mit einer Genauigkeit von + 1 
bis 2°/, titrieren. 

Wir fallen die Phosphorsiure nach v. Lorenz-Lieb in 


') Journ. Franklin Inst. Bd. 180, S, 349 (1915); Chem. Zbl. 1916/1, 
S. 78; S. L. Jodidi, Journ. Am. Chem. Soc. Bd. 37, S. 1708 (1915). 

*) A. a. O. S. 102f. 

8) Biochem. Zs. Bd. 104, S. 15 (1920). 

*) Mikromethoden zur Blutuntersuchung, Miinchen 1920. 

®) Uber jodometrische Mikrobestimmung der Phosphorsiure und des 
Phosphors organischer Substanzen, Arkiv f. Kemi, 8, Nr. 10 (1921). 

6) 3—17,7°/,, im Mittel 5,6°,. 

7) Biochem. Jl. Bd. 8, S. 649 (1914). 

5) Jl. Biolog. Chem. Bd. 18, S. 215 (1914). 

%) A. a. O. S. 105. 

1°) Biochem. Zs. Bd. 104, S. 22 (1920). 
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100 ccm Jenaer Becherglisern. Nach dem Stehen iiber Nacht 
wird die Mutterlauge vorsichtig durch 5—7 cm_ gehirtete 
Filter (Schleicher und Schill) abgegossen und der Nieder- 
schlag dreimal mit etwas eiskaltem 50°/,igem Alkohol (Spritz- 
flasche) ausgewaschen. Die auf das Filter gegangenen Anteile 
werden vom auseinandergelegten Filter mit einem scharfen 
Wasserstrahl sorgfaltig ins Becherglas zuriickgespilt. Es wird 
mit etwa dem Doppelten der zur Liésung erforderlichen Menge 
n/10-NaOH mindestens 1/, Stunde zum Sieden erhitzt, so dab 
das Volumen von 50 ccm auf etwa 10 cm zuriickgeht. Dann 
wird mit 5 Tropfen 5°/,,iger Phenol- oder Thymolphthaleinlésung 
versetzt, angesiuert (8—5 ccm n/10-Siure im UberschuB), 
10—15 Minuten gekocht, unter der Wasserleitung abgekihlt 
und auf rosa bzw. hellblau titriert 


Tabelle II. 


Alkalimetrische Mikro bestimmung. 





Phosphatlésung 0,0971 














P Y Fehler 
(0,4382 mg P=1,005 mg | n-NaOH | (ber find p :) 
P.O, in 2 cem enthaltend) (ecm) 6, IB ” 

2 4,063 0,4382 0,43638 — 0,4 

2 4,083 0,4385 + 0,1 

1 2,055 0,2191 0,2207 + 0,8 

2,045 0,2196 + 0,2 

0,5 1,025 0,1096 0,1100 + 0,4 

0,5 1,005 0,1079 — 1,5 

0,25 0,51 0,0548 0,0548 +- 0,0 

0,25 0,485 0,0521 mee 


Die unter 0,1 mg Phosphor beginnende UnregelmiBigkeit 
der Resultate, die wir auch bei Anwendung von n/50-NaOQH 
fanden, diirfte auf Versuchsfehlern bei der Isolierung der 
Niederschlige beruhen. Wegen der gréBeren Genauigkeit und 
der geringeren Zeiterfordernis geben wir daher in diesem 
P-Bereiche der gravimetrischen Bestimmung den Vorzug. 


IV. Mikrotrennung von Phosphor- und Arsensdaure. 
Um den organisch gebundenen Phosphor in Enzym- 
praparaten von den dem Kolloid adsorptiv anhaftenden Phos- 
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phationen unterscheiden zu kénnen, haben R. Willstatter, 
J. Graser und R. Kuhn?) zur Elution der Saccharase-Tonerde- 
adsorbate und zur Zerlegung der Bleifaillungen des Invertins 
das von R. Willstatter und IF. Racke?) angewandte am- 
moniakalische Phosphat durch ammoniakalisches Arsenat ersetzt. 
Ks gelang auf diese Weise durch fraktionierte Bleifillungen 
das Hefeinvertin in auBerordentlich phosphorsiurearmem Zu- 
stand zu isolieren, z.B. mit nur noch 0,0068°/, P. Diese Pripa- 
rate hielten aber mitunter selbst nach mehrtigiger Dialyse gegen 
HieBendes destilliertes Wasser betriichtliche Mengen, oft ein 
Vielfaches der organischen Phosphorsiure, an Arsenationen 
fest. Der quantitativen Mikrobestimmung der Phosphorsiure 
mufte demnach die Abtrennung der Arsensiure vorangehen, 
deren Gegenwart sowohl bei der gravimetrischen wie bei der 
nephelometrischen Bestimmung zu hohe Phosphorwerte ver- 
ursachen wiirde. 

Die Ansicht von H. Lieb*): ,Auch fiir Arsenbestim- 
mungen wird die Methode*) ohne Schwierigkeit angewendet 
werden kinnen, sofern sich das Arsen der organischen Substanz 
durch oxydierende Schmelzen leicht in Arsenséure tiberfiihren 
laBt‘, hat sich nicht bestitigt. Trotz der weitgehenden Analogie, 
die Phosphor und Arsen beim Aufbau von Heteropolysiuren 
aufweisen, ist es nicht médglich eine quantitative Bestimmung 
des Arsens auf die Abscheidung von Ammonium-Arsen-Molybdat 
zu griinden. Unter den oben (Kap. I) geschilderten Bedingungen 
wird bei 75° nur ein geringer Bruchteil des vorhandenen 
Arsenats an Molybdinsiure gebunden. Auch bei 90° ist die 
Fallung unvollstindig, waihrend bei héherer Temperatur je 
nach der Dauer des Erhitzens wechselnde Mengen freier 
Molybdinsiure ausfallen. Auf indirektem Wege — durch 
Wigung von Ammonium-Phosphor- + Ammonium-Arsen-Molybdat 
und Bestimmung des Arsens nach einer der zahlreichen Mikro- 





1) Ava. O., S. 48f. 

®) Liebigs Ann. der Chem. Bd, 425, 8. 1 (1920/21). 

’) in F. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse (J. Springer, 
Berlin 1917), S. 139. 

4) die gravimetrische Mikrobestimmung (vgl. Kap. I). 
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methoden — lat sich also die Aufgabe nicht lésen. Wir 
machten daher von der JDestillation des Arsens im Chlorwasser- 
stoffstrom Gebrauch. 


Seit der grundlegenden Untersuchung K. Fischers?) ist 
diese Methode mannigfach ausgestaltet worden.?) Fir die 
mikroanalytische Abtrennung des Arsens hat sich die von 
P. Jannasch und T. Seidel’) angegebene Modifikation sehr 
gut bewihrt. Diese beruht auf der Reduktion des finfwertigen 
Arsens durch Hydrazinsalze in stark chlorwasserstofisaurer 
Lésung und Zuriickdringung der Hydrolyse des zu_ver- 
fliichtigenden Arsentrichlorids durch Zusatz von Bromkali. 


Die durch diesen Zusatz bewirkte wesentliche Abkiirzung 
der Destillationsdauer glauben M. Rohmer‘) sowie P. Jannasch 
und T. Seidel®) durch intermediire Bildung des leicht reduzier- 
baren Arsenpentabromids erkliren zu sollen. 


Wir haben zunichst iiber die Verfliichtigung des drei- 
wertigen Arsens aus salzsaurer Lésung orientierende Versuche 
angestellt, indem wir 1—5 ccm 0,1°/,iger As,O,-Liésung mit 
10 ccm konzentrierter Salzsiure im weiten schriig liegenden 
Reagenzglas iiber einem Drahtnetz mit einer kleinen Bunsen- 
flamme im Sieden erhielten. Man beginnt etwa 2 cm unter- 
halb des Fliissigkeitsniveaus zu erhitzen und riickt in dem 
Mabe, als die Salzsiture abdestilliert mit der Flamme nach. 
Nach 15 und 30 Minuten wird 1 ccm zur Priifung auf Arsen®) 
entnommen. Dabei zeigt es sich, daB bei Zusatz von 0,2 g 
Kaliumbromid die Verfliichtigung des Arsens in '/,—?/, der 
sonst erforderlichen Zeit beendet ist. Diese Beobachtung 





1) Chem. Ber. Bd. 13, S. 1778 (1880) und Liebigs Ann. der Chem. 
Bd. 208, S. 182 (1881). 

*) Zusammenstellung der Literatur: L. Moser und F. Perjatel, 
Monatsh. f. Chem. Bd. 33, S. 797 (1912) und P. Jannasch und T. Seidel, 
Jl. fiir prakt. Chem. [2] Bd. 91, S. 183 (1914/15). 

5) a. a. O. und zwar S. 162, 

*) Chem. Ber. Bd. 34, S. 33 (1901). 

5) Jl. fiir prakt. Chem. [2] Bd. 91, 8. 133 (1914/15). 

*) nach Gutzeit, Pharm. Ztg. 1879, 8. 263; F. P. Treadwell, 
Qualitative Analyse, 9. Aufl., S. 231 (1918). 
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bestiitigt die inzwischen schon von L. Moser und und 
J. Ehrlich!) gewonnene Ansicht, ,daB die beschleunigende 
Wirkung des Bromkaliums mit der Reduktionswirkung gar 
nichts zu tun hat.“ Daf Moser und Ehrlich dieselbe aut- 
fallende Beschleunigung der Arsendestillation auch durch 
Bariumchlorid, Natriumbenzoat, Milchzucker usw. erzielen 
konnten, spricht gleichfalls dafiir, da es sich um eine Léslich- 
keitsbeeinflussung, eine ,,Aussalzung* des Arsentrichlorids 
handelt. Auf diesem Wege scheint auch durch Kaliumbromid 
das stérende Gleichgewicht 


AsO,H, + 3HCl = AsCl, + 3H,0 


nach rechts verschoben zu werden, nicht dadurch, ,daB man 
den Kunstgriff anwendet, durch Zugabe von Bromkalium das 
weniger leicht hydrolysierbare Bromid zu verfliichtigen“?), das 
eimen um 91° héher gelegenen Siedepunkt besitzt. 


Kine weitere wesentliche Verbesserung der Mikrodestillation 
erzielt man, wenn man aus einer nicht zu engen Kapillare 
einen langsamen Chlorwasserstoffstrom durch die Fliissigkeit 
leitet. P. Jannasch und TT. Seidel?) kamen auf Grund der 
Untersuchung der Arsendestillation bei wechselnder Wasser- 
stoffionenkonzentration zu dem Ergebnis, dai das Einleiten 
von Chlorwasserstoff iiberfliissig sei, da die H’-lonenkonzentration 
der siedenden konzentrierten Salzsiure dadurch nicht erhéht 
werden kann. Weit mehr als bei der Makroanalyse*) ist aber 
bei der Mikrodestillation die dadurch bewirkte Entfernung der 
Arsentrichloriddimpfe aus dem Reagenzglas fiir die rasche 
und vollstiindige Abtrennung des Arsens unerliBlich. 


1) Chem. Ber. Bd. 55, S. 437 (1922) und zwar S. 442. 

*) K. A. Hofmann, Lehrbuch der anorg. Chemie, III. Aufl., 
S. 264 (1920). 

s) a. a. O. 

4) L. Moser u. J. Ehrlich, a a. O. und zwar 8. 441. Die daselbst 
beschriebene Destillation aus salzsaurer Lésung im Luftstrom diirfte 
auch fiir die Verfliichtigung kleinster Arsenmengen sehr geeignet sein. 
Fiir unsere Zwecke konnten wir diese Methode leider nicht mehr ver- 
werten. 








78 Richard Kuhn, 


Wie die weiter unten folgenden Zahlen zeigen, gelingt 

es auf diese Weise schon durch einmalige Destillation von 

5 cem Phosphat + Arsenat 

10 cem konz. Chlorwasserstoffsiiure 

0,2 g Kaliumbromid 

0,3 g Hydrazinsulfat 
im Chlorwasserstoffstrom, wobei das Volumen auf 3—5 ccm 
zuriickgeht, Phosphormengen von 0,05—0,5 mg gravimetrisch 
nach der unter II beschriebenen Methode ebenso exakt zu er- 
mitteln wie bei Abwesenheit von Arsensiiure. Bei noch kleineren 
Phosphorgehalten wird unter Zusatz von 7,5 ccm konzentrierter 
Salzsiure ein zweites Mal destilliert, bevor man nach Zer- 
stérung des Hydrazins an die nephelometrische Bestimmung’) 
schreitet. 

Zur Zerstérung des Hydrazins geniigen 0,5—1 ccm kon- 
zentrierte Salpetersiure. Unter Aufperlen von Stickstoff ver- 
liuft die Reaktion anfangs recht ruhig. Erst nach mehreren 
Minuten tritt unter starker Erwirmung plotzlich Bildung 
nitroser Gase auf und es empfiehlt sich nun zu _ kiihlen, 
um Verluste zu vermeiden. Je nachdem man dann den 
Phosphor gravimetrisch in salpetersaurer oder nephelometrisch 
in salzsaurer Lésung zu bestimmen hat, wird noch zweimal 
mit konzentrierter HNO, bzw. HCl eingedampft. 

Die nephelometrischen Analysen erfolgten unter den von 
H. Kleinmann2) ermittelten und ausfiithrlich beschriebenen 
Bedingungen in einem Nephelometer nach Th. W. Richards 
und R. C. Wells.*) Die Ablesungen wurden 20—40 Minuten 
nach Zusatz der salzsauren Strychninlésung vorgenommen. 
Die Vergleichslésung enthielt 0,00219 mg P in lccm. Bei 
einem Verhiltnis der Phosphorgehalte von 1:2 betrug die 
Abweichung von der Proportionalitit zwischen Triibung und 


1) J. Pouget u. D. Chouchak entfernen fiir die Phosphornephelo- 
metrie die Arsensiure durch Reduktion mit Zink, Bull. soc. chim. France 
[4], Bd. 5, S. 104 (1909) und Bd. 9, 8. 649 (1911). 

2) Biochem. Zs. Bd. 99, 8. 115 und 150 (1919). 

8) Am. Chem. Journ. Bd. 31, S. 235 (1904); Th. W. Richards, Am. 
Chem. Journ. Bd. 35, S. 510 (1906). 
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Phosphorgehalt durchschnittlich etwa 3°/,, die Genauigkeit bei 
annihernder Ubereinstimmung mit der Vergleichslésung und 
weniger als 0,005 mg P+ 5°/,, bei zehnmal gréBeren Mengen 
+ 2°. 

Tabelle IIL. 


Mikrobestimmung des Phosphors bei Gegenwart 
von Arsensiure. 

















Phosphat') | Arsenat?) — P (mg) Fehler 
illung 7 

remy (comm) (mg) gef. | ber. C/o) 
2 3 30,40 04415 0,488 +- 0,8 
i 2 15,28 0,222 0,219 + 1,4 
0,5 5 7,58 0,110 0,1095 + 0,5 
0,2 1 3,00 0,0436  0,0438 — 0,5 
0,1 a 0,0222  0,0219 + 1,4 
0,05 1 — 0,0108 — 0,0110 — 2,0 
0,01 l — 0,00230 | 0,00219 + 5,0 
0,005 i ~“ 0,00112 | 0,00110 | +1,8 








Bei der Analyse organischer Substanzen wird die Soda- 
Salpeterschmelze direkt mit Salzsiiure aufgenommen. 

Herrn Geheimrat Prof. Dr. R. Willstatter spreche ich 
fiir die lebhafte Férderung der vorliegenden Arbeit und Herrn 
Prof. Dr. O. Hénigschmid fir wertvolle Ratschlige bei der 
Konstruktion des Nephelometers meinen  verbindlichsten 
Dank aus. | 





) 0,1257 g Na,HPO,-2H,O (Sérensen) in 100 ccm; 1 cem = 
0,219 mg P. 

*) 0,3572 g As,O, (Kahlbaum, im Sauerstoffstrom resublimiert) 
wurden mit Hydroperoxyd in n/50-NaOH oxydiert und auf 100 ccm ge- 
bracht. 10 ccm verbrauchten nach Gyéry 1 Tropfen n/20-Bromat, der 
Indikator allein ebensoviel. 








Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. 
XXVIII. Mitteilung. 


Uber die durch Bleiacetat fallbaren Sdéuren der Tamarinden 
(Tamarindus indica). 


Von 


Hartwig Franzen + und Hans Kaiser.') 


(Aus dem chemischen Institut der technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 


Der Redaktion zugegangen am 24. April 1923. 


Der eine von uns hat kiirzlich mit Fritz Helwert?) das 
Vorkommen der Weinsiiure in den Pflanzen einer kritischen 
Durchsicht unterzogen und gefunden, da’, wenn man die dort 
aufgestellten Kriterien anwendet, von den 82 Pflanzen, in 
denen Weinsiure vorhanden sein soll, nur eine iibrig bleibt, 
in der sie wahrscheinlich und drei, in denen sie sicher nach- 
eewiesen ist. ,,Unter diesen drei fehlen aber zwei Pflanzen 
bzw. Friichte, in denen wir gewohnt sind, Weinsiiure als sicher 
vorhanden anzunehmen, und zwar die Weintrauben und die 
‘Tamarinden.“ 

Nach dem Schrifttum sollen in den Tamarinden folgende 
nicht fliichtige Siiuren vorhanden sein. 

Scheele (1785 u. 1790): Citronensiiure und Weinsiiure. 

Vauquelin (1800): Weinsiure und Citronensiure, ferner Apfelsiiure 
oder eine der Apfelsiure ihnliche Siure. 

Gorup-Besanez (1849): Weinsiure. 


') Vorliegende Arbeit war beim Tode Hartwig Franzens experi- 
mentell abgeschlossen. Gemeinsam mit Hans Kaiser berichte ich nun 
iiber das Ergebnis. Fritz Helwert. 

*) Hartwig Franzen und Fritz Helwert, Biochem. Zs, Bd. 136, 
S. 291 (1923). 
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Flickiger (1863): Weinsiure, keine Oxalsiure. 

Nessler und Barth (1882): Citronensiure. 

Miller (1883): Weinsiure, Citronensiiure und in geringer Menge 
Apfelsiiure. 

Adam (1905): Weinsiure, Apfelsiure, Milchsiiure. 

Pratt und de Rosario (1913): Weinsiiure, keine Apfelsiure und 
Citronensiiure. 


Aus dieser Zusammenstellung geht klar hervor, daB die 
von den verschiedenen Forschern angewandten Methoden zum 
Nachweis der Saiuren ungleichwertig sein miissen; daf die er- 
wihnten Siuren nicht einwandfrei nachgewiesen sind, wurde 
schon oben angefiihrt.’) 

Wir haben deshalb die nicht fliichtigen Siuren der 
T'amarinden (Tamurindus indica) einer Nachpriifung unterzogen, 
beschriinken uns aber in vorliegender Arbeit auf die durch 
Bleiacetat fallbaren Siuren; iiber die durch Bleiacetat nicht 
fallbaren soll spiter berichtet werden. 

Der, wie im Versuchsteil naiher beschrieben, hergestellt 
Tamarindenauszug wurde entsprechend der von H. Franzen 
und F. Helwert?) bei den Apfeln geschilderten Weise auf- 
gearbeitet. Die beiden Bleiniederschlage wurden jedoch ge- 
trennt aufgearbeitet, um die in den ‘l'amarinden sicherlich 
enthaltene Weinsaiure durch den ersten Bleiniederschlag weit- 
gehends von den anderen Siuren abzutrennen. Beim Ein- 
dampfen der alkoholischen Lésung der durch den ersten 
Bleiniederschlag gefillten Sauren — nach dem Ausfallen der 
Pektinstoffe durch Alkohol — schieden sich 482 g eines 
krystallinischen Kérpers aus, der durch Schmelzpunkt, Misch- 
schmelzpunkt und Elementaranalyse als Weinsdiure gekenn- 
zeichnet wurde. 

Das Siedepunktsbild der Ester des ersten Bleiniederschlags 
zeigt ohne weiteres, daB die Ester fast ausschlieBlich aus 
Weinsaureester bestehen, auferdem sind aber auch noch 
andere Ester, wenn auch in kleinerer Menge, vorhanden. 





1) Vgl. H. Franzen und E. Keyssner, Biochem. Zs. Bd. 135, 
S. 183 (1923); H. Franzen und F. Helwert, ebenda Bd. 135, S. 384 
1923) und Bd. 136, S. 291 (1928). 
2) Diese Zs. Bd. 127, S. 14 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIX. 6 
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Zur Kennzeichnung wurden die Ester in die Hydrazide 
baw. deren Benzylidenverbindungen umgewandelt, und zwar 
wurde nach der bei den Kirschen!) angegebenen Vorschrift 
gearbeitet. 

In der niedrigsten Fraktion (bis 140° fand sich Oxal- 
siureester. Fraktion 2 (140—147°) besteht aus einem Ge- 
misch von wenig Apfelsiiureester und viel Weinsiureester. 
Sofort nach dem Mischen des Esters mit Hydrazinhydrat war 
keine Verainderung zu bemerken; nach einer Minute trat 
plétzliche Triibung ein, die sich beim langeren Stehen in einen 
diinnen Krystallbrei verwandelte. Die Trennung des Apfel- | 
siuredihydrazids vom Weinsiuredihydrazid gelingt verhiltnis- 
miiBig leicht, da letzteres bedeutend schwerer léslich ist. 1¢ 
lést sich in 1400 ccm siedendem Alkohol, wahrend 1 g Apfel- 
siuredihydrazid sich in 800 ccm lost. Beim Auskochen mit 
Alkohol geht das Apfelsiiuredihydrazid in Lésung, wihrend 
das Weinsiuredihydrazid ungelést bleibt; gut ausgebildete 
Prismen, die bei 186° schmelzen, beim Erhitzen iiber den 
Schmelzpunkt tritt starke Gasentwicklung ein. Dieselben 
HKigenschaften wurden bei einem aus reiner Weinsiure dar- 
gestellten Hydrazid erhalten, somit konnte der von Rothen- 

| burg’) angegebene Schmelzp. 182,5—183 ° nicht bestitigt werden. 
Die letzte Fraktion (147—152,5°) besteht zu 100°/, aus 
Weinsiureester. Aus dem Weinsiuredihydrazid dieser Fraktion 
wurde ebenso wie aus einem aus reiner Weinsiure dar- 
gestellten Hydrazid durch Schiitteln mit Benzaldehyd Benzyliden- 
weinsiiuredihydrazid dargestellt, das sich bei 210° leicht briunt, 
bei 240° dunkelbraun wird und bei 245° sich zersetzt; ebenso 
verhielt sich die mit Alkohol ausgekochte oder die aus Pyridin 
umkrystallisierte Verbindung. Der ebenfalls von Rothenburg 
angegebene Schmelzp. 225° fiir die Benzylidenverbindung konnte 
auch nicht bestiatigt werden. 

Die durch den ersten Bleiniederschlag faillbaren 
Siuren der Tamarinden bestehen fast ausschlieBlich 








1) H. Franzen und F. Helwert, diese Zs, Bd. 122, S. 64 (1922). 
2) Chem. Ber. Bd. 26, S. 2058 (1893). 
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aus Weinsdiure der noch Spuren Oxalsiure und Apfel- 
siure beigemischt sind. 

Aus dem Filtrat und den Saturationswissern des ersten 
Bleiniederschlages konnte nach dem Entbleien und Neutra- 
lisieren ein zweiter Bleiniederschlag erhalten werden. 

Das Siedepunktsbild der aus diesem Bleiniederschlag er- 
haltenen Ester zeigt, daB der gréfte Teil aus Weinsiure- 
ester, neben viel Apfelsiureester besteht, daneben sind aber 
noch andere Ester in geringerer Menge vorhanden. 

In der niedrigsten Fraktion (—110°) fand sich Oxalsiure- 
ester, neben Bernsteinsiiureester und Apfelsdiureester. Durch 
Auskochen konnte das Bernsteinsiuredihydrazid abgetrennt 
werden. Die Trennung des Oxalsiiuredihydrazids vom Apfel- 
siuredihydrazid konnte auf Grund der Schwerléslichkeit des 
Benzyliden-oxalsiuredihydrazids gegen Benzyliden-ipfelsiure- 
dihydrazid erzielt werden. Der Bernsteinsiureester nimmt in 
der nichsten Fraktion ab, waihrend die Menge des Apfelsiure- 
esters steigt; Fraktion 3 und 4 bestehen aus reinem Apfel- 
siiureester. Fraktion 5 (145—150°) und 6 (150—150,5°) be- 
stehen aus wenig Apfelsiiureester und viel Weinsiureester. 
Die héchste Fraktion (Dr. > 1 mm 120—160°) enthielt immer 
noch Weinsiureester; nach Abtrennung dieses Hydrazids 
konnte daneben noch Citronensiureester als Benzyliden- 
citronensiiuretrihydrazid gekennzeichnet werden. Das in Alko- 
hol sehr schwer lésliche Weinsiuredihydrazid konnte durch 
Lésen in der gerade erforderlichen Menge Wasser und Aus- 
fillen mit Alkohol rein erhalten werden. 

Die durch den zweiten Bleiniederschlag fall- 
baren Siuren der Tamarinden bestehen aus Wein- 
siure, neben verhiltnismiBig viel Apfelsiure und 
Spuren Oxalsiure, Bernsteinsiure und Citronensaure. 


Versuchsteil. 


Zur Verarbeitung gelangte das schwarzbraune Frucht- 
fleisch von Tamarindus indica, das rohe Tamarindenmus des 
Arzneibuches (Pulpa Tamarindorum cruda), dem noch in 


geringen Mengen Samen, die pergamentartige Hartschicht der 
6* 
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Fruchtfacher, die GefaBbiindel der Frucht und Triimmer ihrer 
auBeren Hiillschicht beigemengt sind. 

27 kg Tamarinden wurden in kleineren Teilen mit Wasser 
erschépfend ausgezogen. Z. B. wurden 5 kg mit 15 Liter 
Wasser fein aufgeschlammt, 15 Minuten lang zum Sieden er- 
hitzt und dann in einer Fruchtpresse scharf ausgepreBt. Der 
PreBriickstand wurde dann noch ein zweites und drittes Mal 
auf die gleiche Weise ausgekocht und abgepreBt. Es wurde 
auf diese Weise aus den 27 kg Tamarindenmus 63 Liter eines 
klaren hellbraunen Auszuges erhalten. 

Nachdem vorher durch eine Versuchsfaillung mit 1 Liter 
ermittelt worden war, wieviel kaltgesiattigter Bleiacetatlésung 
zur vollstindigen Fiallung nétig sind, wurde der ganze wiabrige 
Tamarindenauszug mit neutraler Bleiacetatlésung in der Hitze 
gefillt. Mit basischer Bleiacetatlésung wurde keine weitere 
Fallung erzielt. Der Niederschlag wurde scharf abgesaugt, 
mit Wasser zu einem dicken Brei aufgeschlimmt, dieser unter 
Schiitteln so lange mit Kohlendioxyd behandelt als noch Ab- 
sorption erfolgte, scharf abgesaugt und das Verfahren noch 
zweimal wiederholt. Die Saturationswisser wurden mit dem 
ersten Filtrat vereinigt und einstweilen unter Toluol auf- 
bewahrt. Der erste Bleiniederschlag wurde véllig getrocknet 
und im Morser gut durchgemischt. Der Bleiniederschlag 
wurde in seiner doppelten Menge Wasser fein aufgeschlimmt 
und in der von H. Franzen und F. Helwert bei den Apfeln 
beschriebenen Weise mit Schwefelsiure zersetzt, die iiber- 
schiissige Schwefelsiure durch Baryt entfernt und das Filtrat 
vom Bariumsulfat im Vakuum zu einem dicken Sirup ein- 
gedampft. Es wurden 2,7 Liter Sirup erhalten, die unter 
kraftigem Schiitteln allmahlich mit 5 Liter Alkohol und 3 Liter 
absolutem Alkohol versetzt wurden, wobei die Pektinstoffe als 
flockige Masse ausfielen, die abgesaugt und getrocknet wurden. 
392 g. 

Beim Eindampfen des alkoholischen Filtrates im Vakuum 
schieden sich 482 g eines krystallinischen Korpers aus, die 
von dem Sirup abgesaugt wurden. Der krystalline Kérper 
wurde durch Decken mit Wasser und Absaugen von der an- 
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haftenden Mutterlauge befreit, die Mutterlauge zu obigem 
Sirup gegeben. 

Die so gereinigte Substanz war fast rein weiB und léste 
sich leicht in Wasser, beim Veraschen blihte sie sich leicht 
auf und verkohlte unter Karamelgeruch. Schmelzp. 169° 
in Mischung mit reiner Weinsiiure Schmelzp. 169°. Wein- 
siiure. 


0,0887 g Substanz gaben 0,1034 CO, und 0,0318 g H,0O. 


0,1626 ¢ P ,, 0,1900 CO, ,, 0,0566 g H,O. 
Ber. fiir C,H,O, Gef. 

31,99°/, C 31,77—31,879/, C 

403 H 4,11— 3,89 H 


Kine Probe des zum Sirup eingedampften Filtrates von 
der freien Weinsiure gab mit absolutem Alkohol keine Pektin- 
stofffillung mehr. Um noch vorhandenes Wasser zu entfernen, 
wurde der Sirup zweimal mit je 250 ccm absolutem Alkohol 
gut durchgeschiittelt und dieser im Vakuum wieder abdestilliert. 
Der durch diese Behandlung hinterbleibende Sirup wurde mit 
der vierfachen Menge absolutem Alkohol versetzt, soviel alko- 
holische Salzsiure hinzugefiigt, dab die Lésung 2°/, Chlor- 
wasserstoff enthielt, 5 Stunden zum Sieden erhitzt und der 
Alkohol und das entstandene Wasser aus einem Kochsalzbade 
abdestilliert. Nachdem der Riickstand in der gleichen Weise 
nochmals verestert worden war, wurde der Alkohol und das 
entstandene Wasser wiederum aus einem Kochsalzbade ab- 
destilliert. Es hinterblieben 917 g einer dunkeln, ziihen Masse 
die in Ather aufgenommen wurde. Nach kurzer Zeit fiel eine 
dunkle, fest an den Kolbenwandungen haftende Masse aus, die 
abfiltriert wurde. 202 g. Zur Entfernung der unveresterten 
Siuren wurde die itherische Liésung mit einer konzen- 
trierten Pottaschelésung durchgeschiittelt, wobei sich diese 
tief dunkel firbte; nach dem Trocknen der itherischen 
Liésung iiber entwiissertem Kupfersulfat wurde der Ather 
abdestilliert, wobei 454g einer dunklen Fliissigkeit zuriick- 
blieben, die der gebrochenen Destillation im Vakuum unter- 
worfen wurden. 
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2. Fraktionierung. 


Druck 11 mm. 
1. bis 140° 0,4 g farblos 
2. 140—147 1,8  schwach gelb 
8. 147—152,5 432,6 ° : 
Riickstand 10,6 


Die einzelnen Fraktionen wurden nun in der von 
H. Franzen und F. Helwert bei den Kirschen geschilderten 
Weise’) in die Hydrazide bzw. deren Benzylidenverbindungen 
umgewandelt. 

Fraktion 1 (bis 140°). 

0,4 g Kster, 1,2 ccm absoluten Alkohol, 0,3 ccm Hydrazin- 
hydrat. Sofort beim Mischen krystalline Abscheidung. 24 Stunden 
Zimmertemperatur: keine weitere Verinderung. Abgesaugt. 

Feste Hydrazide. Farblose Masse, etwas schmierig 
0,1 g. Mit 20 ccm Alkohol ausgekockt. Riickstand 0,08 g, 
Schmelzp. 238°. In Mischung mit Oxalsiuredihydrazid 
Schmelzp. 238—240°. Unter dem Mikroskop bei 70- und 
300facher VergréBerung das typische Bild fir Oxalsiure- 
dihydrazid. Oxalsiuredihydrazid. Aus dem Filtrat vom 
Oxalsauredihydrazid konnte nichts isoliert werden, ebenso aus 
dem Filtrat von den festen Hydraziden. 

Fraktion 1 besteht aus einem Gemisch von Alkohol und 
Oxalsiiureester. 

Fraktion 2 (140—147°). 

1,75 g Ester, 5 ccm absoluten Alkohol, 1,1 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort beim Mischen keine Veriinderung. Nach einer 
Minute plétzliche Triibung. 24 Stunden Zimmertemperatur 
diinner Krystallbrei. Abgesaugt. 

Feste Hydrazide. Leicht briunliche krystalline Masse 
1,5¢g. Schmelzp. 160—170° unter Gasentwicklung. Mit 50 ccm 
Alkohol ausgekocht und vom Unléslichen abfiltriert. Farblose 
krystalline Masse. Schmelzp. 186°, bei 188° starke Gasent- 
wicklung. Unter dem Mikroskop bei 70- und 300facher Ver- 
sriBerung gut ausgebildete Prismen. In Mischung mit Wein- 





1) Diese Zs. Bd. 122, §. 46 (1922). 
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siuredihydrazid Schmelzp. 186°. Bei 188° starke Gasentwick- 
lung. Weinsiuredihydrazid. Das Filtrat vom Weinsiure- 
dihydrazid schied beim Einengen feine Krystillchen ab. 0,4 ¢. 
Unter dem Mikroskop bei 300facher VergréBerung feine Nidel- 
chen in Biscbelanordnung, typische Krystallform fir aus 
Alkohol umkrystallisiertes Apfelsiiuredihydrazid. Schmelzp. 177 
bis 179°. In Mischung mit Apfelsiuredihydrazid Schmelzp. 177 
bis 179°. Apfelsiuredihydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden gab beim EKindampfen 
keinen Riickstand. 

Fraktion 2 besteht aus wenig Apfelsiiureester mit viel 
W einsiiureester. 


Fraktion 3 (147—152,5%. 


2,0 g Kster, 6,0 ccm absoluten Alkohol, 1,2 cem Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung. Nach 
1 Minute trat plétzlich Triibung ein und nach 1 Stunde war 
das Ganze zu einem dicken farblosen Krystallbrei erstarrt. 
24 Stunden Zimmertemperatur keine weitere Verinderung. 
Abgesaugt. 

Feste Hydrazide. Farblose krystalline Masse. 100°/, 
der aut Weinsiuredihydrazid berechneten Menge. Schmelz- 
punkt 183° unter Gasentwicklung. Bei 70- und 300facher 
Vergréferung Prismen und unregelmiibig begrenzte Platten. 
Kin Teil des Hydrazids wurde mit Alkohol ausgekocht. Un- 
geléstes Schmelzp. 186°, bei 188° starke Gasentwicklung. Ein 
anderer Teil des Hydrazids wurde aus Alkohol umkrystallisiert. 
Léslichkeit 1:1400. Bei 70- und 300facher VergréBerung gut 
ausgebildete Prismen. Schmelzp. 186°, bei 188° starke Gas- 
entwicklung. Das ausgekochte und das _ umkrystallisierte 
Hydrazid gaben mit einem Vergleichshydrazid, aus reiner 
Kahlbaumscher Weinsiure hergestellt, keine Schmelzpunkts- 
erniedrigung. Weinsiuredihydrazid. 


0,1342 g Substanz gaben 0,1327 g CO, und 0,0677 g H,O. 
01120¢ , »  0,1099g CO, ,, 0,0574 g H,O. 
0,844 g » 23,20 eem N (24°, 758 mm). 
0.1048g¢ » 28,42 , N (20% 751 ,, ). 
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Ber, fiir C,H,,O,N, Gef. 
26,95 /, C 27,02—26,77 °/, C 
5,66 H 5,65— 5,73 H 
31,46 N 31,51—31,37 N 


Analyse des Esters. 
0,2565 g Substanz gaben 0,4395 g CO, und 0,1581 g H,0. 


01988 ¢ ,, »  0,3393g CO, ,, 0,1217 g H,O. 
Ber. fiir C,H,,0, Gef. 
46,59 °/, C 46,74—46,68 °/, C 
6,84 H 6,89— 6,86 H 


Filtrat von den festen Hydraziden. Gab keine 
Benzylidenverbindungen. 
Fraktion 3 besteht aus reinem Weinsiiureester. 


Benzyliden-Weinsiuredihydrazid. 

4,0 g Weinsiuredihydrazid (aus Fraktion 3) wurden mit 
200 ccm Wasser aufgenommen. Benzylidenverbindung: flockig. 
Abgesaugt, getrocknet, mit Ather behandelt. 7,0 g = 87,6 °/, 
der Theorie. Bei 70- und 300fache VergréBerung mikro- 
krystalline Struktur, Blittchen von unregelmibig begrenzten 
Flichen. Beginnt sich bei 210° leicht zu braiunen, wird bei 
240° dunkelbraun und zersetzt sich bei 245°. Die mit Alkohol 
ausgekochte oder die aus Pyridin umkrystallisierte Benzyliden- 
verbindungen verhielten sich in bezug auf Schmelzpunkt und 
mikroskopisches Bild genau wie das Rohprodukt. Ldslich- 
keit in: 

Wasser: unldslich 


Pyridin: kalt 1: 1500; heiB 1: 1000 
Alkohol: ,, 1: 60; yy ae 
0,23826 g Substanz gaben 0,5197 g CO, und 0,1105 g H,0O. 
0,2198¢  ,, » 04928 ¢ CO, ,, 0,1076 g H,O. 
0,2000 g si » 28,4 cem N (20°, 748 mm). 
0,2265 g “ » 22 ~_ Bee’, He ,, } 
Ber. fiir C,,H,,O,N, Gef. 
61,00°/, C 60,96—61,16 %/, C 
5,12 4H 5,19— 5,29 H 
15,82 N 15,90—15,80 N 


Fiir die Bereitung des zweiten Bleiniederschlages wurde 
das Filtrat vom ersten Bleiniederschlag und die Saturations- 
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wisser vereinigt und im Vakuum auf 45 Liter eingedampft. 
Nach dem Entbleien mit Schwefelsiiure und Neutralisieren mit 
Bariumhydroxyd wurde dem ersten Bleiniederschlag  ent- 
sprechend mit basischem Bleiacetat gefillt. Der so gewonnene 
zweite Bleiniederschlag wurde in der gleichen Weise wie der 
erste Bleiniederschlag nach dreimaligem Saturieren mit Schwefel- 
siure zerlegt und im Vakuum auf 0,66 Liter mit 34°/, Trocken- 
substanz eingedampft. Mit Alkohol wurden wiederum die 
Pektinstoffe — 26g eines gelbbraunen Puivers — ausgefillt. 

Die alkoholische Liésung des zerlegten zweiten Bleinieder- 
schlages wurde wie beim ersten Bleiniederschlag beschrieben 
verestert und die Ester der gebrochenen Destillation im Vakuum 
unterworfen. 


2. Fraktionierung. 


Druck 12 mm. 


1 bis 110° 1,2 g schwach gelb 
2. 110—125 2,0 - - 
3. 125—135 8,4 ¥ 
4. 135—145 6,8 m 
5, 145—150 39,4 . : 
6. 150—150,5 11,2 ‘ 
Druck > 1 mm. 
7. 120—160 2,8 gelb dickfliissig 
Riickstand 4,5 


Fraktion 1 (bis 110°). 

1,2¢ Ester, 3,6 ccm absoluten Alkohol, 0,75 cem Hydrazin- 
hydrat. Sofort beim Mischen starke Krystallbildung. Nach 
einer und nach 24 Stunden Zimmertemperatur keine weitere 
Verinderung. Abgesaugt. 

Feste Hydrazide. Farblose, krystalline Masse, 0,22 ¢ 
Schmelzpunkt beginnt bei 159° zu sintern und ist bei 168 
bis 170° geschmolzen. Mit 20 ccm Alkohol ausgekocht. Un- 
gelist: 0,17 g. Unter dem Mikroskop bei 70- und 300facher 
VergréBerung die fiir Oxalsiuredihydrazid typischen prisma- 
tischen Nadeln und daneben ein gestaltloses Pulver. Zur 
Trennung wurden die Hydrazide in die Benzylidenverbindungen 
umgewandelt. 0,23 g Schmelp. 216—218° Mit 25 ccm Alko- 
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hol ausgekocht, ungelést: 0,15 g. Bei 270° noch nicht ge- 
schmolzen, ebenso in Mischung mit Benzyliden-Oxalsiure- 
dihydrazid. Benzyliden-Oxalsiuredihydrazid- 

0,849 mg Substanz gaben 0,143 cem N (19°, 751 mm). 


—_—. . » 0,361 ,, N (20,5, 750 mm). 
Ber. fiir C,,H,,0.N,4 Gef. 
19,05 °/, N 19,46—19,11 9/, N 


Aus dem Filtrat krystallisierten beim Kindampfen 0,05 g 
aus. Schmelzp. 164°, sintert etwas vorher. In Mischung mit 
Benzyliden-Apfelsiiuredihydrazid Schmelzp. 164—165°, sintert 
kurz vorher. Benzyliden-Apfelsiuredihydrazid. 

Aus der Mutterlauge der ausgekochten Hydrazide krystalli- 
sierten 0,04 g aus. Unter dem Mikroskop bei 70- und 300facher 
VergréBerung die fiir Bernsteinsiuredihydrazid charakteristischen 
feinen Nidelchen. Schmelzp. 166—167°. In Mischung mit 
Bernsteinsiiuredihydrazid Schmelzp. 166—167°. Bernstein- 
siuredihydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden: Beim Ein- 
dampfen nur ganz geringer Riickstand. 

Fraktion 1 besteht aus Oxalsiiureester und geringen 
Mengen Bernsteinsiiureester und Apfelsiiureester. 


Fraktion 2 (110—125%. 

2,0g Ester, 6,0 ccm absoluten Alkohol, 1,4 cem Hydrazin. 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung. Nach 
3 Minuten schwache Triibung. Nach 1 Stunde reichlich Ab- 
scheidung kleiner fiir Apfelsiiuredihydrazid typischer Warzen, 
dariiber die fiir Bernsteinsiuredihydrazid typischen Nadeln. 
Nach 24 Stunden keine weitere Veriinderung. Abgesaugt. 

Feste Hydrazide. Farblose Masse, 0,94 g. Beginnt 
bei 169° zu sintern und ist bei 173—175° geschmolzen. Mit 
40 ccm Alkohol ausgekocht. Ungelést 0,75 g. Bei 300facher 
VergréBerung keine krystalline Struktur. Schmelzp. 177—178°. 
In Mischung mit Apfelsiuredihydrazid Schmelzp. 177—178°. 
Apfelsiuredihydrazid. Das Filtrat vom Apfelsiuredihy- 
drazid schied beim Eindampfen 0,14 g eines farblosen, kry- 
stallinen Pulvers ab, das bei 147° sinterte und bei 160—164° 
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schmolz. Benzylidenverbindung. 0,16 g. Schmelzpunkt un- 
scharf 195—201°. Aus Alkohol 0,12 g silberglinzende Blitt- 
chen. Schmelzp.233—234°, Mischschmelzp.233—234°% Benzy- 
lyden-Bernsteinsauredihydrazid, 

1,552 mg Substanz gaben 0,230 cem N (21°, 750 mm). 

Ber. fiir C,,H,,O.N, Gef. 
17,39 °/, N 17,33, N 

Filtrat von den festen Hydraziden: hinterlieBen einen 
unbedeutenden Riickstand. 

Fraktion 2 besteht aus Apfelsiiureester und geringen 
Mengen Bernsteinsiureester. 


Fraktion 3 (125—135°). 

2,0g Kster, 6,0ccm absoluten Alkohol, 1,4 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Veriinderung. Nach 
2 Minuten schwache Triibung. Nach 1 Stunde dicker, fester 
Krystallbrei. Nach 24 Stunden Zimmertemperatur abgesaugt. 

Feste Hydrazide. Farbloses Pulver. 1,47 g ent- 
sprechend 86,4°/, der auf Apfelsiiuredihydrazid berechneten 
Menge. Schmelzp. 173—174°. Mit 30 cem Alkohol aus- 
gekocht. Ungelést 1,45 g. Schmelzp.177—178°. In Mischung 
mit Apfelsiuredihydrazid Schmelzp. 177—178°. Apfelsiure- 
dihydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden: nur geringfiigigen 
Riickstand. 

Fraktion 3 besteht aus Apfelsiiuredihydrazid. 


Fraktion 4 (1835—145°%). 

2,0g¢ Ester, 6,0ccm absoluten Alkohol, 1,4 ccm Hydrazin- 
hydrat. Die Fraktion verhielt sich genau wie Fraktion 3. 
1,68 g entsprechend 98,8°/, der auf Apfelsiuredihydrazid he- 
rechneten Menge. Schmelzp. und Mischschmelzp. 177—178°. 
Apfelsiuredihydrazid. 

Fraktion 4 besteht aus reinem Apfelsidureester. 

Die aus den verschiedenen Fraktionen erhaltenen Mengen 
Apfelsiiuredihydrazid wurden vereinigt, eine Probe aus Alkohol 
umkrystallisiert. Schmelzp. 178°. 
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1,860 mg Substanz gaben 0,551 cem N (18°, 751 mm). 


1921 ,, ” » 0,567 ,, N (18°, 762 ,, ). 
Ber. fiir C,H,,O,N, Gef. 
34,57 °/, N 34,58—34,64 %/, N 


Fraktion 5 (145—150°). 

2,0g Ester, 6,0ccm absoluten Alkohol, 1,2 ccm Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung. Nach 
1 Minute plétzliche Triibung. Nach 1 Stunde dicker, fester 
Krystallbrei. Nach 24 Stunden Zimmertemperatur keine weitere 
Veriinderung. Abgesaugt. 

Feste Hydrazide. Farbloses Pulver, 1,71 ¢ entsprechend 
98,5°/, der auf Weinsiiuredihydrazid berechneten Menge. Be- 
ginnt bei 164° zu sintern und ist bei 174° geschmolzen. Bei 
70- und 3800facher VergréBerung unregelmibig begrenzte 
Blattchen und gestaltloses Pulver. Benzylidenverbindung 2,90 g. 
Mit 75 ccm Alkohol ausgekocht. Ungelist 1,75 g, sintert bei 
190°. Mit steigender Temperatur trat Gelbfiirbung ein, die 
sich bis zu braun vertiefte. Bei 240—250° war die Substanz 
vollig zersetzt, aber noch nicht geschmolzen. Benzyliden- 
Weinsiiuredihydrazid. Das Filtrat vom letzteren gab beim 
Eindampfen 0,65 ¢ eines farblosen, krystallinen Pulvers vom 
Schmelzp. 162—164° In Mischung mit Benzyliden-Apfel- 
siituredihydrazid Schmelzp. 163—164° Benzyliden-Apfel- 
siituredihydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden: beim Kindampfen 
nur geringfiigigen Riickstand. 

Fraktion 5 besteht aus Weinsiiureester und wenig Apfel- 
saureester. 

Kraktion 6 (150—150,5"). 

2,0g¢ Ester, 6,0 ccm absoluten Alkohol, 1,2 ccm Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Veriinderung. Nach 
1 Minute ploétzliche Triibung. Nach 1 Stunde dicker, fester 
Krystallbrei. 24 Stunden Zimmertemperatur: keine weitere 
Veriinderung. Abgesaugt. 

Feste Hydrazide. Farblose, krystalline Masse, 1,69 g. 
97,7°/, der auf Weinsiuredihydrazid berechneten Menge. Be- 
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ginnt bei 169° zu sintern und ist bei 179° geschmolzen. Mit 
50 com Alkohol ausgekocht. Ungelést 1,52 g¢ farblose, kry- 
stalline Masse. Bei 70- und 300facher VergréBerung die 
fiir Weinsiuredihydrazid charakteristischen, unregelmiBig be- 
grenzten Prismen. Beginnt bei 182° zu sintern und ist bei 
184—-185° geschmolzen. Mischschmelzpunkt mit Weinsiure- 
dihydrazid zeigt genau das gleiche Verhalten. Weinsiure- 
dihydrazid. Aus dem Filtrat schieden sich 0,13 g eines 
weiBen Pulvers ab. Schmelzp. 178°. In Mischung mit Apfel- 
siuredihydrazid Schmelzp. 178°. Apfelsiuredihydrazid. 

Filtrat von den festen Hydraziden: 2 Stunden ge- 
kocht: keine Verinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: 
geringe krystalline Abscheidung. 0,02 g. Schmelzp. 184—185°. 
In Mischung mit Weinsiiuredihydrazid Schmelzp. 185°. Wein- 
siuredihydrazid. 

Die Mutterlauge der festen Hydrazide hinterlie® beim 
Kindampfen einen unbedeutenden Riickstand. 

Fraktion 6 besteht aus Weinsiureester und einer geringen 
Menge Apfelsiiureester. 


Fraktion 7 (Dr. >1 mm 120—160°). 

2,88 g Ester, 9,0 ccm absoluten Alkohol, 1,9 ccm Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen starke Dunkelfarbung und 
schwaches Erwirmen. Nach 3 Minuten Triibung, die sich als 
klare, schmierige Abscheidung zu Boden setzte. Die Masse 
war nach mehrtigigem Stehen fest. 

Feste Hydrazide. Schwach gelbliche, weiche Masse. 
2,35 g. Schmelzpunkt unscharf 110—142°% Bei 300facher Ver- 
groBerung keine krystalline Struktur. 1,0 g mit 50 ccm Alko- 
hol im Achatmérser angerieben und dann ausgekocht. Ungeldst 
0,8 g. Schmelzpunkt unverindert. In der noétigen Menge 
Wasser gelést und mit Alkohol gefillt. Ausbeute 94°/. Es 
schieden sich sehr feine, stark lichtbrechende Nidelchen aus. 
Bei 70facher VergréBerung einheitliche flache Nadeln vom 
gleichen Aussehen yon aus Wasser mit Alkohol gefalltem 
Weinsauredihydrazid. Schmelzp. und Mischschmelzp. 186 — 187° 
Weinsauredihydrazid. Das Filtrat obigen ausgekochten. 
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Weinsauredihydrazids hinterlieB nur Spuren eines schmierigen 
Riickstandes. 

Filtrat von den festen Hydraziden: 2 Stunden kochen: 
keine Veranderung, 12 Stunden Zimmertemperatur: keine Ver- 
inderung. HKingedampft. 25 com Wasser. Benzylidenverbin- 
dung: flockig mit Spuren schmieriger Hydrazone. Abgesaugt, 
getrocknet, mit Ather behandelt. 0,8 g eines gelblichen Pulvers. 
Schmelzpunkt unscharf 180°. Aus 25 ccm siedendem ver- 
diinntem Alkohol (°/, Alkohol, ?/, Wasser). 0,5 g eines schwach 
gelblich gefirbten Pulvers. Beginnt bei 176° zu sintern und 
schmilzt bei 227°. Ein auf die gleiche Weise aus Citronen- 
sdiuretriaethylester hergestelltes Hydrazon zeigte genau das 
gleiche Verhalten und in Mischung mit obigem_ keine 
Schmelzpunktserniedrigung. Benzyliden-Citronensaure- 
trihydrazid. 

1,168 mg Substanz gaben 0,166 cem N (17°, 762 mm). 

Ber. fiir C,,H,,0,N, Gef. 
16,87 °/, N 16,77 °/, N 

Fraktion 7 besteht aus Weinsiureester und wenig Citronen- 

saureester. 


Zusammenfassung. 


Die durch Bleiacetat fallbaren Siuren der Ta- 
marinden bestehen iiberwiegend aus Weinsdure; da- 
neben sind geringe Mengen Apfelsiure und Spuren 
Oxalsiure, Bernsteinsaiure und Citronensiure vor- 
handen. 

Die Arbeit wurde mit Hilfe von Mitteln durchgefiihrt, 
die uns von der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft 
zur Verfiigung gestellt wurden. Wir sagen auch an dieser 
Stelle der Notgemeinschaft unseren herzlichsten Dank. 




















Zur Wertbestimmung der Hypophysenpraparate 
und anderer Wehenmittel. 


Von 


M. Kochmann. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Halle-Wittenberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. April 1923.) 


In einer friiheren Mitteilung') wurde eine Methode an- 
gegeben, mit deren Hilfe es gelingt, den isolierten Uterus 
stillzustellen. Dadurch war die Vorbedingung fiir die pharma- 
kologische Einstellung von Hypophysenpraparaten gegeben, die 
nach dem Vorgang von Trendelenburg und Borgmann?) 
in der Weise ausgefiihrt wurde, daB die Héhe der Kontraktionen 
nach verschiedenen Gaben des Hypophysenpraparates mit dem 
Wirkungserfolg des chemisch rein darstellbaren Histamins 
verglichen wurde. Die Stillstellung des Uterus, d. h. die Unter- 
driickung der spontanen Kontraktionen, geschah dadurch, dab 
der Kalkgehalt der Ringerlésung auf 1/,, vermindert und 5 mg 
Magnesiumchlorid in isotonischer Lisung zu 40 ccm dieser 
kalkarmen Ringerlésung hinzugefiigt wurden. 

Die Methode hat sich durchaus bewihrt, allerdings mit 
der Kinschrinkung, daB8 ihre Technik nicht ohne Schwierigkeit 
ist. In einer Diskussion auf der Pharmakologentagung in 
Leipzig 1922 empfahl Heubner und auch Flury, nicht die 
Hihe der Kontraktion, sondern die Schwellendosis des Hypo- 


1) Kochmann, Diese Zs. Bd. 115, 8S. 305 (1921). 
*) P. Trendelenburg u. E. Borgmann, Biochem. Zs. Bd. 106, 
S. 239 (1920), 
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physenpriparates im Vergleich zum Histamin zu bestimmen, 
die gerade eine Kontraktion hervorrufen kann. Ks ist klar, 
daB hierbei im wesentlichen nur die Erregbarkeit des Uterus 
gegeniiber dem pharmakologischen Reiz, im ersten Falle die 
Erregbarkeit und gleichzeitig wohl auch die Kontraktions- 
fahigkeit der Muskulatur gemessen wird. 

Es wurden nun eine grofe Reihe von Einstellungen der 
Hypophysenpriiparate vorgenommen und beide Methoden mit- 
einander verglichen. Dabei zeigte es sich, dab die Werte 
dieser ,,Schwellenwertbestimmung“ und, wie es kurz genannt 
sein mag, der ,, Héhenbestimmung‘‘ gewohnlich nicht miteinander 
iibereinstimmen. Die Schwellenwertbestimmung ergab im all- 
gemeinen kleinere Werte als die Héhenbestimmung. Ein be- 
stimmtes Verhiltnis war jedoch nicht festzustellen. Beide 
Methoden fiihren zum Ziel. Sie kénnen aber nicht miteinander 
verglichen werden und man muf sich infolgedessen entscheiden, 
welche Kinstellungsart man anwenden will. Da die Schwellen- 
wertbestimmung leichter auszufiihren ist, so stelle ich nun- 
mehr die Hypophysenpriparate nur noch mit Hilfe dieser 
Methode ein. 

Die Ausfiihrung geschieht in folgender Weise: Kin Uterus- 
horn des durch Verbluten getéteten Meerschweinchens wird, 
wie friiher beschrieben, in einem GefiB mit Ringerlésung 
zweckmiBig befestigt und schreibt seine Bewegungen auf einem 
Kymographion auf. Nach einer etwa einer 1/, stiindigen 
Normalperiode wird die Ringerlésung durch eine kalkarme 
(1/,, Ca) Ringerlisung ersetzt und 5 mg MgCl, in isotonischer 
Lésung hinzugetiigt. Wenn der Uterus vollstandig erschlafit 
ist, werden in Abstinden von je 1 Minute immer ?/,, ccm 
einer in 0,9°/, Kochsalzlésung gelésten Histaminlésung 
1:1 Million so lange hinzugefiigt, bis Kontraktion eintritt. 
Man hilt sich am besten eine Lésung von Histamin 1: 1000 
vorratig und verdiinnt diese um das T'ausendfache, bei un- 
empfindlichen Priparaten auf das Hundertfache. Mehr als 
0,5 ccm der Histaminlésung sollen nicht gebraucht werden, 
anderenfalls wird die zehnmal héhere Konzentration angewandt. 
Nachdem so die Minimaldosis des Histamins bestimmt ist, 
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wird die Giftléisung mit normaler Ringerlésung dreimal aus- 
gewaschen, das Praparat 10 Minuten in dieser gelassen und 
nunmehr wie vorher auf 3/,, Ca Ringerlésung + MgCl, ge- 
wechselt. In gleicher Weise wird alsdann der Schwellenwert 
des zu untersuchenden Hypophysenpriaparates festgestellt. Es 
ist méglich, 2—4 Praparate hintereinander auf diese Weise 
einzustellen. Ks empfiehlt sich dabei, nach je 2 Praiparaten 
Histamin auzuwenden, um zu priifen, ob das Uteruspriparat 
an Erregbarkeit nicht verloren hat. Am SchluB jeder Ver- 
suchsreihe muB jedenfalls der Schwellenwert des Histamins 
von neuem bestimmt werden. Jede Kinstellung geschieht an 
mindestens zwei verschiedenen Uteruspriaparaten. 

Die Wertberechnung geschieht in folgender Weise: An- 
genommen 0,5 ccm einer Histaminlésung von 1:1 Million und 
0,3 com einer 1 pro °/,,igen Lésung des in den Handel 
kommenden MHypophysenpriparates seien die beobachteten 
Schwellenwerte. Dann entspricht 0,0005 mg Histamin 0,0003 ccm 
des Hypophysenpriiparates, also 1 com des Hypophysenpripa- 
rates ist dem Wirkungswert von 5/3 = 1,7 mg Histamin gleich- 
zusetzen. Es sei der Vorschlag gemacht, diesen Wert mit 
1,7 Kinheiten (K.) zu bezeichnen, und man wiirde darunter 
verstehen, daB 1 ccm des Hypophysenpriparates die gleiche 
Wirkung ausiibt, wie 1,7 mg Histamin. 

Das Verfahren ist zweifellos einfach auszufiihren und er- 
zielt einwandtreie Ergebnisse. Man darf sich jedoch nicht 
verhehlen, daB der Methode immerhin noch gewisse Ubelstiinde 
anhaften. Durch das Magnesiumchlorid wird die Histamin- 
wirkung etwas gehemmt, so daB eine Verdoppelung des MgCl,- 
Zusatzes héhere Gaben des Histamins erfordern, z. B. an Stelle 
von 0,4 ccm einer Histaminlésung 1:1 Million bei 5 mg MgCl, 
0,5 ccm bei 10mg MgCl,. Im Gegensatz dazu wird die 
Wirkung der Hypophysenpraiparate in sehr weiten Grenzen 
durch das Magnesiumchlorid nicht beeinfluBt. Daraus geht 
einmal hervor, da{ man mit dem Minimum von Magnesium- 
chlorid zur Stillstellung des Uterus auskommen muB und 
ferner, da die Angriffspunkte des Histamins und der Hypo- 
physenpriparate am Uterus sicher verschieden sind. 
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Wenn auch die pharmakologische Einstellung der Hypo- 
physenextrakte zurzeit die einzige brauchbare Methode ist, 
die eine quantitative Werthestimmung gestattet, so muB 
andererseits betont werden, daB offenbar die klinische Wirk- 
samkeit nur dann mit dem Einstellungswert parallel geht, 
wenn die Hypophysenextrakte von einer Tierart gewonnen 
werden. Es lassen sich also zwar Rinderhypophysenpriparate 
miteinander vergleichen, aber es scheint nicht méglich zu sein, 
durch Feststellung der Wirkungseinheiten beispielsweise Rinder- 
mit Schweinehypophysenpriiparaten zu vergleichen (vgl. die 
Wertbestimmung der digitalisartig wirkenden Substanzen z. B. 
Digitoxin und Scillaren). So hat sich in klinischen Versuchen 
gezeigt, dafs Hypophysenpraparate vom Schwein mit einem 
Wirkungswert von 1,5 E. ebenso brauchbar waren wie Rinder- 
hypophysenextrakte mit fiinf und mehr Einheiten, wihrend 
Extrakte aus Pferdehypophysen beim Menschen schwicher 
wirkten als ihrem Einstellungsgrad nach zu erwarten war. 
Da bei den Schweinehypophysen Vorder- und Hinterlappen 
makroskopisch nicht deutlich voneinander zu trennen sind, so 
mute man daran denken, daf vielleicht der Vorderlappen 
eine Substanz besitzt, die am isolierten Uterus nicht wirksam, 
beim Menschen oder am ganzen Tier dagegen einen Einfluf 
ausiiben kénnte. Daraufhin zielende Versuche haben jedoch 
die Unrichtigkeit dieser Anschauung erwiesen. Extrakte aus 
dem epithelialen T'eil der Hypophyse erwiesen sich in jeder 
Beziehung als unwirksam, sowohl am isolierten Uterus wie 
auch bei Versuchen am Menschen. 

Mit Hilfe der geschilderten EKinstellungsmethode lieB sich 
als Durchschnitt 10°/, Hypophysenextrakt beim Rind ein Wir- 
kungswert von 5 E., beim Pferd von 2 E., beim Schwein von 
1—1,5 E. feststellen. Fiir die klinische Anwendung geniigen 
bei der Rinderhypophyse Wirkungswerte von 3—4 E. 

Es war in der 1. Mitteilung die Hoffnung ausgesprochen 
worden, daB man mit der geschilderten Methode auch andere 
Wehenmittel z.B. Secalepriparate, deren chemische Wert- 
bestimmung noch unmédglich ist, pharmakologisch einstellen 
kénnte. Es hat sich aber gezeigt, daB dies weder an dem 
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virginellen Uterus, noch an dem durch Magnesiumchlorid still- 
gestellten Uteruspriparat mit einiger Genauigkeit méglich ist. 
Ebensowenig ist es bisher gegliickt an Stelle des Warmbliiter- 
uterus ein anderes Testobjekt, z. B. die Froschblase, den 
Magenring des Frosches, den Hautmuskelschlauch des Regen- 
wurms usw. zu benutzen. Die Versuche werden aus dem 
Grunde noch fortgefiihrt, weil es zweifellos erwiinscht wire, 
isolierte Organe des leichter zu beschaffenden Kaltbliiters fiir 
die Kinstellung zu verwenden. 


7* 


Verlauf der Rohrzuckerinversion durch Saccharase. 


Von 


H. v. Euler und K. Myrbitick. 


‘(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


Der Redaktion zugegangen am 2. Mai 1923. 


Aus einigen unserer alteren Versuchsreihen, deren Ziel 
nicht direkt die Untersuchungen des Reaktionsverlaufes war, 
und welche mit wechselndem py ausgefiihrt wurden, hatte sich 
gezeigt, daB die nach der Formel fiir monomolekulare Re- 
aktionen ausgerechneten Koeffizienten nicht konstant waren, 
sondern mit der Zeit anstiegen. Diese Erscheinung machte 
sich besonders bei optimalem p;; geltend (Michaelis, Kuhnu.a.). 
Gleichzeitig zeigte sich jedoch, daB auch weit in der alkalischen 
Seite des Optimums die Konstante immer noch ansteigt. Kuhn?) 
gibt an, daB dies zuweilen der Fall ist, aber nur bei sehr 
unreinen Liésungen, z. B. bei Autolysesaft. Das von uns an- 
gewandte Priparat war indessen weitgehend gereinigt, es 
zeigte nimlich einen Minutenwert 0,83 oder J/f=70. Die Ver- 
suchsreihe stellt sich folgendermafen dar: 



































g g 

Nr. Pr Es a | ke104 Nr. PH ~ a? | ke10* 

1 2,7 0 3,32 | — 2 14,45 | 10,5] 2,63 | 73 

10 2,73 | 62 24 1,72 | 79,7 
24 1,86 | 71,3 37 1,02 | 84,4 
37 1,10 | 80,3 50 0,40 | 91,3 
50 0,55 | 83,9 65 | —0,12 | 97,6 
65 | —0,01 | 91,0 | 


1) Willstitter und Kuhn: Kuhn, Diese Zs. Bd. 126, S. 28 (1923). 
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(Fortsetzung.) 
= =| 
£ 2 
Nr. | Py os a® 1-10 Nr. | Dy = a? i+ 10* 
aaa me | : 

3 14,77 | 10 | 2,62 | 73 7 | 6,32 | 20 2,43 | 48 

30 | 1,37 | 83 40 1,55 | 54,6 

60 | 0,05 | 96 85 0,20 | 61 
4 15,28 | 10 | 2,68 | 66 8 | 6,43 | 30 2,30 | 38,4 

30 | 1,52 | 74 60 1,30 | 43,3 

60 | 0,06 | 94 100 0,37 | 46,5 > 
5 | 5,55 10 | 2,71 | 63 9 | 7,56 | 121,5] 2,30 9,3 

30 1,55 12,7 225 1,38 10,9 

60 | 0,20 | 86,3 390 0,35 | 12,1 
6 | 5,83 | 10 | 2,85 | 48 10 | 7,45 | 121,5] 2,85 4,0 

30 1,70 | 64,3 225 2,28 5,0 

60 | 0,45 | 74 545 0,85 6,4 


























Nun steht fest, daB es Saccharaselésungen gibt, welche 
auch bei optimalem py einen sehr angendhert konstanten 
monomolekularen Koeffizienten zeigen. In dieser Hinsicht 
stimmen viele im hiesigen Laboratorium erhaltene Versuchs- | 
reihen mit Resultaten von Willstitter’) iiberein. Es ist | 
somit offenbar, daB auch andere Ursachen, als die welche in 
der Michaelisschen Theorie zum Ausdruck kommen, hier 
mitspielen. 

Aus diesem Grund wurden hier einige Versuche angestellt, 
um zu untersuchen, ob z. B. Verwahrung der Saccharase- 
lé6sungen in saurer oder mehr alkalischer Lésung eine 
Anderung im Verhiiltnis der Koeffizienten hervorrufen kénnte. 
Zuerst wurde ein Versuch bei py = 2,7 ausgefiihrt (die 
Saccharaselésung wurde mit der erforderlichen Menge Essig- 
siiure versetzt und blieb 2 Stunden stehen). Es wurde keine 
Anderung bemerkt. Das gleiche negative Resultat wurde 
auch erhalten bei einem Versuch mit pq = 8,5 (Dinatrium- 
phosphat) wihrend der gleichen Zeit. 


1) Siehe z. B. Willstatter, Graser u. Kuhn, Diese Zs. Bd. 123, 
S. 1 (1922). 
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Kin Versuch um nachzuweisen, ob groBe Verdiinnung 
einen KinfluB ausiibt (die Saccharase wurde im Verhiltnis 
1:100 verdiinnt und eine Zeit stehen gelassen), ergab eben- 
falls keine Anderung ebensowenig wie ein Versuch, bei 
welchem die Saccharase zuerst mit einer groBen Menge Zucker 
versetzt wurde, welchen wir hierauf wieder durch Dialyse 
entfernten. 

In der folgenden Versuchsreihe sind die Versuche bei 


wechselndem py ausgefiihrt worden und es wurden die Kon- 


stanten +) berechnet: 
k i a ] R ao L 


+ log 55 (D = abgelesene Drehung) 


und 


hy = ; 23,75 -lo +L 4 32 - 0,305 R-D 
SD +L R+D 


Konzentration des Rohrzuckers: 0,305 n. 

Die Konstanten 23,75 und 32 sind aus den angegebenen 
Versuchen empirisch berechnet worden, da die Affinitits- 
konstanten unserer Priparate zu Substraten und Reaktions- 
produkten fiir 18° nicht ermittelt worden waren; die Zahlenwerte 
sind nur wenig von den von Michaelis fiir 25° beniitzten 
verschieden. 

Von uns wurden zwei Lésungen von sehr verschiedenem 
Reinheitsgrad verwendet, nimlich eine Saccharaselésung vom 
Minutenwert 0,83 und ein Autolysesaft vom Minutenwert c:a. 

Die letzte Spalte der folgenden Tabelle (Serie 1) zeigt, 
daB alle Versuche einen konstanten Reaktionskoeffizienten hj, 
liefern. Dabei muB jedoch bemerkt werden, daB die Kon- 


1) Beziiglich der Konstantenbezeichnung méchten wir vor allem emp- 
fehlen, Reaktionskonstanten (Geschwindigkeitskonstanten) mit kleinem 
Buchstaben /:;, Gleichgewichtskonstanten mit grobem K anzugeben. Im 
vorliegenden Gebiet hat der eine von uns vorgeschlagen, die von 
Michaelis zuerst berechnete Gleichgewichtskonstante mit Ay zu 
bezeichnen, und zwar wird es sich empfehlen, diesen Index beizubehalten, 
auch wenn, wie wir schon in Erwiigung gezogen haben, die Exponenten 
von Enzym und Substrat zu iindern sind (vgl. Euler und Svanberg, 
Fermentforschung 4; 1920. — Euler und Myrbick, Diese Zs. Bd. 124, 
S. 159 (1928). 
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stanten der obigen Formel fiir Priparate mit verschiedener 
Affinitit verschieden sind und ferner, daB es nicht ausreicht, 
einfach die Affinitét des EKnzyms zur Glucose und Fructose 
a-Glucose und f-Glucose, welche in (je 
nach dem py der Lésung) wechselnden Mengen vorkommen, 
besitzen nach Kuhn?) eine verschiedene Affinitat zur Saccharase. 


zu beriicksichtigen. 


Verlauf der Rohrzuckerinversion durch Saccharase. 


Das Gleiche muB auch fir Fructose gelten.’) 





Serie 1, +0° = 0,83 Minuten. 
Py = 4,68. 
Ss a 
= 1 & | k-10 ha 
mtg 
0 6.721 — — 
1, 6,42] 300 1,36 
3 5,01} 300 1,33 
6 | 3,37] 333 1,39 
9 195} 359 1,42 
12 | 0,78] 384 1,44 
15 |—0,10] 402 1,44 
18,21—-0,79] 418 1,44 
20 |-1,09] 427 1,42 
24 }—1,58] 444 1,42 
o |—2361 — oe 
ky, Mittel: 1,41 + 0,01 
Py = 6,45. 
0] 6,93] — wes 
1 |. eo a“ 
15 | 2,54] 183 0,742 
18 | 1,87] 187,1 0,739 
21 | 1,17] 197,6 0,753 
26 | 0,27] 207,5 0,748 
30 |—0,27] 212,1 0,755 
36 |—0,95 | 222,1 0,758 
o |-2481 — 








icy, Mittel: 0,749 +.0,003 


') Willstaitter und Kuhn: Kuhn, Diese Zs. Bd. 127, S. 234 (1923). 
*) Leider ist wegen der groSen Mutarotationsgeschwindigkeit die 
Affinitit der «- und §-Fructose zur Saecharase noch schwerer zu be- 
stimmen. 

















Py = 5,97. 


Rohrzucker: 0,305 n. 





| Minuten 








ky Mittel: 1,07 + 0,02 


PH = 7,28. 


6,78 
6,72 
5,55 
3,60 
0,80 
— 0,64 
—2,37 


ky Mittel: 0,280--0,001 








k-10* 


232 
258 
285 
311 
325 
329 








1,07 


0,282 
0,277 
0,281 
0,279 
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Serie II, + 0° = etwa 200 Minuten. Rohrzucker: 0,305 n. 











Py = 4,64. Par = 6,21. 
o| 6g} — - o} 61] — _ 
/, | 6,58| 280 1,24 i, | 6,55) — “e 
3 | 5,24] 270 1,24 11 | 3,32] 184,6] 0,772 
6 | 3,80] 292 1,28 15 | 2,36]188,4]| 0,763 
9 | 2521 305,5] 1,23 19 | 1,34] 2045] 0,794 
13 | 1,12] 324 1,23 28 |—-0,20] 222,1| 0,796 
17 | 0,03] 343 124 o |-236| — a 
) eat € '_ 
rh Ri bo ne i: Mittel: 0,781 +0,008 
wo |-2'39{ — a 














ky, Mittel: 1,230+0,005 











Py = 6,81 
= — = = ——~ 

F 3 k+10* kyr 
= = 
0 6,76 — — 
0,75 6,68 — 
10,5 5,06 84,7 0,374 
20 3,70 88,6 0,374 
30 2,23 96,0 0,387 
40 1,17 102,6 0,394 
50 0,17 110,8 0,404 
65 —0,76 115,6 0,399 
or — 2,37 — — 











ky, Mittel: 0,389 + 0,005 


Auch hier liBt die Konstanz von ky nichts zu wiinschen 
iibrig. DaB diese in fast allen Fallen eine unbedeutende aber 
doch meBbare Steigung zeigt, kann entweder auf den EKinflu8 
von f-Glucose zuriickgefiihrt werden, oder darauf, daB die 
Affinititskonstanten zur Glucose und Fructose, welche fiir 
dieses Priparat und fiir diese Aciditaét nicht bestimmt sind, 
einen etwas anderen Wert besitzen, als angenommen wurde. 
Kin Fallen der Konstante bei Aciditaten py > 6,8 tritt keines- 
falis allgemein ein, wenn auch wir Priparate in Arbeit gehabt 
haben, welche in alkalischer Lésung eine fallende Konstante 
gegeben haben. 

In obigem Zusammenhang verdient noch folgendes betont 
zu werden: Die Summe der Tatsachen, daB v-Enzyme (¢-Gluko- 
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sidasen, Maltase) Rohrzucker nicht angreifen und da8 Sacchar- 
rase ¢-Glukoside nicht spaltet und von «-Glukose nicht ge- 
hemmt wird, ist mit dem Umstand, daf aus Rohrzucker 
a-Glukose bei der enzymatischen Spaltung entsteht, schwer 
in Kinklang zu bringen; wenigstens kénuen gegen den daraus 
gezogenen SchluB, da8 Rohrzucker den Glukoserest in der 
a-Konfiguration enthalt, Einwinde gemacht werden. Ob die 
Annahme, daB der Glukoserest im Rohrzucker durch die An- 
lagerung an die Saecharase eine Konfigurations- 
inderung am Aldehydkohlenstoffatom erfaihrt, zu einer Klarung 
der Sachlage fihrt, muB eine eingehendere Behandlung der 
einschligigen T'atsachen zeigen. 








Weitere Studien iiber den stufenweisen Abbau von 
Eiweibstoffen. 


Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. &.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Mai 192°.) 


Ks konnte kiirzlich mitgeteilt werden), daB sich aus 
Keratin aus Giinsefedern durch stufenweisen Abbau ein Produkt 
gewinnen 1laBt, das offenbar aus 3 Molekiilen Prolin und 
1 Molekiil Glykokoll besteht. Bei Wiederholung der ganzen 
Hydrolyse, wobei in genau der gleichen Weise, wie in der 
erwihnten Arbeit beschrieben, verfahren wurde, mit der 
einzigen Ausnahme, dab die Ginsefedern nur 4 Tage mit 
70 °/, iger Schwefelsiiure stehen gelassen wurden, konnte aus 
der methylalkoholischen Loésung eine Fraktion abgetrennt 
werden, die sich in siedendem Methylalkohol sehr schwer léste 
und beim Abkiihlen im Laufe von mehreren Tagen aus- 
krystallisierte. Kine bestimmte Krystallform lieB sich nicht 
erkennen, es unterliegt aber gar keinem Zweifel, da Krystalle 
vorlagen. Das Produkt wurde wiederholt aus heifem Methyl- 
alkohol unter Anwendung von Tierkohle umkrystallisiert und 
in Fraktionen zerlegt. Die Analysenwerte deuteten auf ein 
Gemisch des schon beschriebenen Produktes mit einer anderen, 
ebenfalls an Prolin reichen Verbindung hin. Es gelang schlieb- 
lich, eine leicht gelblichgefarbte Substanz zu isolieren, die bei 
der Analyse Werte gab, die auf die folgende I’ormel stimmen: 
Ci, HNO, , 


1) Vgl. Emil Abderhalden wu. Hideki Suzuki, Diese Zs. 
Bd. 127, S. 281 (1923). 
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0,1525 g Substanz gaben 0,3132 g CO, und 0,0925 g H,0. 


0,1032 ¢g = : 11,40 eem n/10-H,SO,. 
Ber. f: C,,H.,N,0; (364 Mol.-Gew.) 56,04 a P C 6,59 dP H 15,38 A N 
Gef. 56,01 ,, 6,74 ,, 15,46 ,, 


Schmelzpunkt: bei raschem Erhitzen Zersetzung gegen 
251°. [a = j,°"] — 136,0° in n/10-NaOH gelést (5 °/, ige Lésung). 
Hierzu sei bemerkt, daB andere Fraktionen, die die gleichen 
Analysenwerte gaben, bedeutend weniger stark drehten und 
auch einen niedrigeren Zersetzungspunkt (235—245°) zeigten. 
Offenbar war ein Teil des Produktes razemisiert. Es sei daran 
erinnert, dab nicht feststeht, ob Prolin im Eiwei8 nur in der 
l-Form oder auch in der dl-Form vorhanden ist. Es ist 
deshalb schwer, zu entscheiden, ob die erwahnte Verbindung 
erst bei der Darstellung zum Teil inaktiviert wurde oder aber 
in dieser Form im KiweiB8 vorhanden ist. 

3g der Substanz wurden durch Erwarmen mit 25 °/, iger 
Schwefelsiure in der iiblichen Weise gespalten. Es wurde 
dann die Schwefelsiure quantitativ mit Baryt entfernt. Vom 
Jariumsulfat wurde abfiltriert und der Filterriickstand mit 
Wasser ausgekocht. Die vereinigten Filtrate wurden zur 
Trockne verdampft. Der Riickstand wurde wiederholt mit 
absolutem Alkohol abgedampft. Es verblieb ein ziher, all- 
mihlich erstarrender Sirup. Seine Menge betrug 2,8 g. Der 
Sirup wurde mit warmem Alkohol ausgelaugt. Die alkoholische 
Lésung hinterlieB beim Verdampfen einen gelblichen Riickstand. 
Kr bestand, wie schon der Geruch erkennen lieB, aus Prolin. 
Zur Identifizierung wurde das Kupfersalz dargestellt. Der in 
Alkohol unlésliche Riickstand wurde in 2 Teile geteilt. Der 
eine Teil wurde in der iiblichen Weise mit Athylalkohol ver- 
estert. Es gelang Glykollesterchlorhydrat (Schmelzp. 144°) 
abzuscheiden. Der andere Teil wurde in Wasser aufgenommen 
und im Vakuumexsiccator allmihlich eingedunstet. Es zeigten 
sich Krystalle, die in allen ihren Kigenschaften auf Oxyprolin 
hinwiesen. Die erste Krystallfraktion bestand ganz aus reinem 
l-Oxyprolin. Die Verbindung zersetzte sich gegen 270°. 
[ai’’] = — 75°. Beim Kochen der waBrigen Lésung mit Kupfer- 
oxyd wurden tiefblaue Nidelchen erhalten. 
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0,2110 g Substanz: 16,11 cem n/10-NaOH. 


Ber. f. C;H,NO, (Mol.-Gew. 131,08) 10,68 °/, N 
Gef. 10,69 _,, 


In der Mutterlauge des Oxyprolins befanden sich offenbar 
weitere Mengen dieser Substanz. Daneben war Prolin, und 
zwar in der Hauptsache razemisches, vorhanden. Eine andere 
Aminosiiure konnte nicht festgestellt werden. Leider war es 
nicht moéglich, die Spaltprodukte der totalen Hydrolyse quan- 
titativ zu isolieren. Oxyprolin ist in Alkohol nicht ganz un- 
léslich. Es scheint namentlich bei Anwesenheit von Prolin 
in nicht unerheblicher Menge gelést zu werden. In der Mutter- 
lauge des mit Alkohol ausgelaugten Prolins war Oxyprolin 
nachweisbar. 


Unter Zugrundelegung des Ergebnisses der HKlementar- 
analyse und der erhaltenen Bausteine liBt sich vorliutig die 
folgende Konstitutionsformel aufstellen: Es wird angenommen, 
daB 2 Molekile Prolin mit einem Molekil Oxyprolin 
und einem Molekiil Glykokoll unter Bildung eines 
Anhydrides vereinigt sind. Die folgende Formel trigt 
dieser Annahme Rechnung: 





HO-HC—CH, 
_ 
H,C CH-CO-NH-CH,-CO 
—s | 
N N 
| alti 
CO OC-HC CH 
| = 
H,C—CH | H,C——CH, 
| SN aetna 
_ 
H,C—CH, 


Ich betone ausdriicklich, da die Konstitution der iso- 
lierten Substanz keineswegs restlos aufgeklirt ist. 

In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, daB 
H. D. Dakin?) aus Gelatine eine Verbindung isoliert hat, der 
er die Konstitution eines Oxyprolyl-prolinanhydrides zuerkennt: 


!) H. D. Dakin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 44, S. 524 (1920). 
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Wig in 
N—OC-HC CH, 


P 4 
H,C——CH, 


Wie ich!) schon kirzlich auf Grund von neuen Befunden 
mitteilte, spricht vieles dafiir, daB im EiweiB und insbesondere 
bei jenen Proteinarten, die, wie die Keratine, im festen Zu- 
stande vorkommen und unldésliche Verbindungen darstellen, 
Ringbildungen eine groBe Bedeutung zukommt. Wenn auch 
bis jetzt solche Anhydride, sei es in Form von Diketo- 
piperazinen, sei es Form anderer Anhydridbindungen in relativ 
geringer Zahl und vor allen Dingen in recht geringer Aus- 
beute erhalten worden sind, so schlieBt das nicht aus, dab 
derartige Bindungen im EiweiBmolekiil sehr verbreitet sind. 
Es wird die Aufgabe der Zukunft sein, Methoden ausfindig 
zu machen, die eine Aufsprengung dieser Ringe beim Abbau 
einschrinken. Auf der anderen Seite darf man nicht die bis 
jetzt vorliegenden Befunde ohne weiteres verallgemeinern. Es 
gilt den Beweis zu fihren, daf Bindungsformen, deren Vor- 
handensein angenommen wird, durch Fermente aufgesprengt 
werden. Man darf an der Tatsache nicht voriibergehen, daf 
die Fermente des Magen- und Darmkanals viele Kiweifarten 
bis zu Aminosiiuren zu zerlegen vermégen. Neben der 
chemischen Forschung muB die biologische Hand in Hand gehen. 

Ks sind in meinem Institute eine ganze Reihe von Arbeiten 
im Gange, die alle dem erwihnten Ziele zustreben. Es wird, 
wenn sich die Struktur der Proteine genauer erkennen liBt, 
ohne Zweifel ein tiefer Kinblick in manche Zustandsainderungen 
der KiweifBstoffe gewonnen werden. Viele Vorgiinge, die man 
rein physikalisch-chemisch erkliren zu kénnen glaubt, erweisen 
sich vielleicht als innig verkniipft mit chemischen Umwandlungen. 
Ks kénnen Ringe gebildet und geéffnet werden. Es ist denkbar, 
daB ganze Molekiile mit anderen verkniipft werden kénnen, 
wodurch Konglomerationen und beim umgekehrten ProzeB 


!) Diese Zs. Bd. 128, S. 119 (1928). 
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Peptisationen eintreten kénnen. Es bestehit fiir mich kein 
Zweifel, daB die allgemeine KiweiBchemie durch die Ergebnisse 
der Erforschung der Struktur und Konfiguration der Eiweif- 
kérper manche Umwandlung erleiden wird. 

Kiirzlich haben W.S.Ssadikow und N. D. Zelinsky!) 
iiber Forschungen berichtet, die in gleicher Richtung liegen. 
Vorliufig liegen wohl eine groBe Anzahl von Ergebnissen vor, 
es fehlen jedoch alle Belege und Angaben iiber die Gewinnung 
der einzelnen Produkte. Vor allen Dingen fehlt der Kon- 
stitutionsbeweis der aufgefiihrten Verbindungen vollstindig. 
Ks bleibt die ausfihrliche Mitteilung abzuwarten. Die ge- 
nannten Autoren nehmen ebenfalls an, da8 Ringbildungen im 
KiweiB eine groBe Rolle spielen. Die beiden Autoren haben 
die Geschichte der Gewinnung von Polypeptiden und von 
Diketopiperazinen bei der partiellen Hydrolyse von Kiweib 
recht oberflichlich wiedergegeben. Glycyl-alanin ist unter 
den Produkten der teilweisen Hydrolyse von Seidenfibroin 
mittels #-Naphthalinsulfochlorid von Emil Fischer und 
Peter Bergell als wahrscheinlich vorhanden nachgewiesen 
worden. Es folgte dann die Arbeit von Emil Fischer una 
mir. Es sind dann von mir eine Reihe weiterer Polypeptide 
isoliert worden.?) Meiner kiirzlich mitgeteilten Arbeit méchte 
ich noch nachtragen, daB H. D. Dakin*) aus Caseinogen 
d-Isoleucyl-d-valinanhydrid gewonnen hat. 





1) Biochem. Zs. Bd. 136, 8. 241 (1923). 

*) Vgl. die Literatur in Emil Abderhalden, Lehrbuch der physiol. 
Chemie Bd. I, 8. 363 (1928). 

3) H. D. Dakin, Biochem. Jl. Bd. 12, 8. 290 (1918). 
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Uber den EinfluB der verschiedenen Antipyretica auf die 
Verteilung des Stickstoffs im Harn. 


Von 


Kiyoshi Morinaka. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Kyoto, Japan.) 


Der Redaktion zugegangen am 7. Mai 1923. 


Vielfach sind Untersuchungen angestellt worden, um 
die Frage zu entscheiden, ob die verschiedenen Arten 
von Antipretica imstande seien, auf den Eiweifstoffwechsel 
des Gesunden und des Fiebernden irgendwelchen LEinfluB 
auszuiiben. Besonders sind die Fragen des gesamten Stick- 
stoffumsatzes wohl als einigermaBen erledigt anzusehen, 
wihrend die des intermediiren Stoffwechselprozesses noch 
nicht vollkommen entschieden sind. Es ist denkbar, dab 
ein Fiebermittel, obgleich es keine Stérung auf den Gesamt- 
stickstoffumsatz ausiibt, wohl eine Verinderung der inter- 
mediiren Stoffwechselvorginge herbeifiihren kann. Mit der 
Absicht, das Verhalten des intermediiren Stofiwechselprozesses 
neben dem gesamten Stickstoffumsatz unter dem Einflusse von 
Antipyretica zu erkennen, beschiftigte ich mich mit den 
Studien iiber die N-Verteilung im Harne des Tieres, und zwar 
bestimme ich nicht nur die Endprodukte des Stoffwechsels, 
sondern auch die mit ihnen in direkter Abhangigkeit stehen- 
den Stoffwechselzwischenprodukte, namentlich Ammoniak und 
Aminosaure. 


Als Versuchstiere dienten meistens Kaninchen und Hunde, 
einen weiteren Versuch fiihrte ich an mir selbst aus. 

Das Kaninchen befand sich in einem Kiafig, der Harn 
wurde regelmiBig zu derselben T'ageszeit katheterisiert und 





112 Kiyoshi Morinaka, 


alle 24 Stunden abgegienzt. Das Tier wurde wiederholt mit 
bestimmten Mengen won Tofukara (SojabohnenpreBriickstand) 
gefiittert. Auf diese Weise war das gleiche Kérpergewicht 
hergestellt und eine beinahe konstante Zusammensetzung der 
tiglichen Ausscheidungen erzielt, wodurch der Kérper fiir das 
Studium der Wirkung des Mittels vorbereitet wurde. Der 
Hund wurde in dem iiblichen Stoffwechselkifig gehalten. Der 
Harn wurde alle 24 Stunden durch Kathetesieren abgegrenzt, 
die Blase mit gesittigter Borsiurelésung sorgfaltig ausgespiilt. 
Dieses Spiilwasser wurde aufgefangen, mit dem direkt ent- 
leerten Harn vereinigt und auf ein rundes Volumen aufgefiillt. 
Die Nahrung wurde an jedem Morgen direkt nach dem 
Katheterisieren der Blase auf einmal gereicht. Sie bestand 
aus bestimmter Menge von getrockneten kleinen Fischen und 
Reis. Reis und Fische fiir einen ganzen Versuch wurden 
immer im voraus gekauft, und in Tagesrationen geteilt, auf- 
bewahrt. Die Faeces, deren tagliche Menge mit Carmin ab- 
gegrenzt wurde, wurden regelméBig kurz nach dem Fressen 
entleert. 


Auf diese Weise wurde das Tier in einigen Tagen aut 


das Stickstoffgleichgewicht gebracht. Das Kérpergewicht wurde 
an jedem Morgen vor dem Fiittern festgestellt. KFolgende 
Methoden wurden zur Bestimmung angewandt: Der Gesamt- 
stickstoff des Harns wurde nach der iiblichen Kjeldahlschen 
zu je 5ccem bestimmt. Zur Bestimmung des Harnstofis be- 
diente ich mich der von Flimmer und Skelton?) modifi- 
zierten Marschallschen Methode; dabei gebildetes Ammoniak 
wurde nach Krueger-Reich und Schittenhelm?) in eine 
mit titrierter Siure gefiillte Wasserflasche gesaugt. Als 
Indicator diente Alizarinrot. Das Ammoniak wurde nach 
Krueger-Reich und Schittenhelmscher Methode bestimmt 
und der Aminosaiuren-N entweder nach Henriques Soeren- 
senscher Formelmethode*) oder der van Slykeschen. *) 


1) Biochem. Jl. Bd. 8, S. 70 (1914). 

2) Diese Zs. Bd. 39, 8. 73 (1908). 

3) Diese Zs. Bd. 64, S. 132 (1910). 

4) Jl. of. Biol. Chem. Bd. 12, S. 275 (1912). 
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rit Der Kot wurde nach Ansaiuern zu Kotpulver getrocknet 
id) und der Stickstoff darin bestimmt. 
ht In den folgenden Tabellen sind nur tiigliche Durch- 
er schnittswerte angegeben. 
as 
er Einflu8 von Elbon. 
er Das Elbon (Zinnamylparaoxyphenylharnstoff) hat in neuerer 
ut, Zeit eine praktische Bedeutung erlangt. In der Tat besitzt 
It. das Mittel in ziemlich bemerkenswertem Grade die Fihigkeit, 
it das Fieber bei tuberkulésen Krankheiten herabzusetzen. Da 
It. die Wirkung dieses neuen Antipyreticums auf den EKiweib- 
m umsatz bis jetzt noch nicht festgestellt ist, habe ich zuerst 
id versucht, seinen HinfluB auf den gesunden Tierkérper zu er- 
id kennen. Meine Versuche wurden an zwei Kaninchen und 
on einem Hunde ausgefihrt. 
if- 

_ Versuch 1. 

nN Ein 1970 g¢ schweres Kaninchen wurde mit 350 ¢ Tofu- 
kara gefiittert. Der Aminosiurestickstoff wurde nach der 

ut Hormelmethode bestimmt. Elbon wurde gemischt mit dem 

ie Tabelle 1. 

le re ia _ - 

° © v. Fy, A 7 1 2 Zz 

. of bp A eo we Vine “tae = 

= Sn eon Ss Sige & 2 2 a 

EW 5 | EX col eo co | SS cos | So tod 2 

e- FE°] RE (£2 slse!l siee cs] a 

1- oa aa oi <4 a eS 

uk a - 

Vorperiode 181 | 2,0648 1,7614 | 0,0023 0,0006 
e F 10 Tage (85,3) (0,11) (0,32) , 

Is Avzneiperiode | 206 |1,9802%} 1,6828 | 0,0021 | 0,0145 ; 
h | , 5 

| 5 Tage (85,0) (0,11) (0,75) eanzen 
it Nachperiode | 198 {1,7212 | 1,5194 | 0,0025 0,0073 
l- 4 Tage (88,3) (0,15) (0,42) 


























1) Unter der Annahme, dai die ganze Stickstoffmenge des Elbons 
resorbiert und im Harn ausgeschieden sein wiirde, wurde fiir je 24Stunden 
statt 1,9802 berechnet 1,8302, wodurch die Vermehrung des Stickstoff- 
umsatzes noch geringer wurde, ahnlich verhilt es sich bei den folgen- 
den Versuchen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIX. 8 
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Futter gegeben; das Tier vertrug es gut. Die vorstehende 
Tabelle gibt die analytischen Resultate. 

Die Ausscheidung des Stickstoffs wurde nicht merklich 
verindert, und zwar war sie in der Arzneiperiode durch- 
schnittlich um 0,0902 g pro Tag gréB8er als in der Normal- 
periode (Vor- und Nachperiode). Die Ausscheidung des Harn- 
stoffstickstoffs sank mit der Elbonfiitterung um 0,024 g pro 
Tag im Vergleich mit der Normalperiode; also ist die geringe 
relative Verminderung gefunden. Der HinfluB auf die Aus- 
scheidung des Ammoniaks war nicht deutlich nachzuweisen. 
Der Aminosiure-N war am dentlichsten veriindert. 


Versuch 2. 

Kin 2446 g schweres Kaninchen wurde mit 380 g Tofu- 
kara gefiittert. Zum groBen Vorteil fiir diese Untersuchung 
konnte das Tier seinen Harn 24 Stunden vollkommen zuriick- 
halten, so daB wihrend der ganzen Versuchszeit kein Tropfen 


Harn verloren ging. Bei diesem Versuch wurde der Amino- 
siiurenstickstoff nach der Formelmethode bestimmt. 


Tabelle 2. 

















co 4 = Q set 
8 ap Aw |,, m0 “! | 44 A 5 = " 
© ele val es oe © a & @ 3 
GE, of eB Milt wm] 5 wo loo MH 2 
PEO TSE IDE «SIEGE GI EM A 
a |e a a “|ga -]8. = 
= a |< S144 & 
Vorperiode 247 | 2,2070 2,0094 | 0,0038 0,0096 
6 Tage (91,0) (0,17) (0,43) os 
og 
Arzneiperiode 263 | 2,4148 2,0097 0,0038 0,0204 sg 
f \ _ RW ¢ 
5 Tage (85,7) (0,16) (0,99) ganzen 
Nachperiode 241 |2,1760 1,9940 | 0,0037 0,0109 
5 Tage (91,6) (0,17) (0,50) 








Der durchschnittliche Betrag des Gesamtstickstoffs war 
withrend der Vorperiode 2,207 g tiglich, mit Verabreichung 
von Elbon stieg er auf 2,4148 g, d.h. die Steigerung der 
N-Ausscheidung durch dieses Mittel ist ziemlich stark. Nach 
dem Absetzen des Mittels sank die Ausscheidung wieder auf 
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die normale Héhe herab. Der absolute Wert des Harnstoffs-N 
ist durch diese Mittel nicht deutlich veriindert. Der relative 
Wert war dagegen deutlich vermindert. Der Ammoniak-N 
war nicht merklich verindert. Der Aminosauren-N wurde 
wieder deutlich vermelhrt. 


Versuch 3. 
Kine 11,51 ke schwere Hiindin, Die Nahrung bestand aus: 
17411 ¢ N 
5,4510 ¢ N 
7,1921 g N 


0 @ Sw ke 
600 g getrocknete Fische 





Nachdem die Hiindin mit dieser Nahrung auf das N- 
Gleichgewicht gebracht wurde, fiihrte ich ihr 5 Tage lang 
tiglich 4—5 g Elbon zu. Durch die ganze Versuchsperiode 
hindurch war das Tier vollkommen gesund und iraB regel- 
miBig seine Portion. Bei der Bestimmung des Aminosiure-N 
nach der van Slykeschen Methode hatte ich den Harn nach 
Ansiiuern mit dem doppelten Volumen Ather 10mal ge- 
schiittelt, wodurch der Harn von der Hippursiure ganz be- 
freit wurde. 


Tabelle 3. 





























Siz Sl. 
L > 4 ' 4 ow © 
of bp as t itd & eS e-s. : 
Se oe ae ae wile a eis 2 im = 
a ey rl enn “nD &. © 
Ey Oo] 8 + © ws] SX" eos | So 0x 2& w = 
Ee?! s°e SE clE2 cs]ia cd] we is 
eo oy re a2 Ea el g > mu 
~ S|4 ° Sl|a4% & 
NVorperiode 481 6,3764 4,9216 | 0,5754 | 0,1029 0,9792 
5 Tage (72,2 (9,02) (1,6) - 
f o4 o 
rzneiperiode | 525 6,7123 4,7108 0,7129 0,1328 0,8800 - 
5 Tage 70,0 10,6) 2,2 
£ ( ) ) ( ? ) ( ) ) ganzeu 
achperiode 479 6,7049 5,0829 0,6617 0,1207 0,7690 
5 Tage (75,8) (9,9) (1,8) 


Die Tabelle zeigt, daB der Hund hinreichend im N-Gleich- 


gewicht steht, da er im Verlauf von 5 Tagen der Vorperiode 

nur 0,0825 g N verloren hat. Was die Verteilung des aus- 

geschiedenen N anbelangt, so betrigt sie durchschnittlich 

Harnstoff-N 77,2°/,, Ammoniak-N 9°/, und Aminosiuren-N 
3* 


sin nan etna iN —_e 
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1,6°/, des gesamten N. Als der normale Wert des Harn- 
stoff-N des Hundes bei Fleischfiitterung ist Pfaundlers Zahl 
von 83—85°/, des Gesamt-N bekannt. Im Vergleich damit 
scheint die oben genaunte Menge etwas zu klein. Die Ursache 
hierfiir liegt héchstwahrscheinlich in der gerinfiigigen Zufuhr 
des Stickstofis als Nahrung. Folin*) fand bei seinem Ver- 
such an Menschen bei eiweiBarmer Nahrung eine relative Ab- 
nahme des Harnstoff-N, nimlich von 87°/, auf 61°/,. Ein 
ahnliches Resultat wurde nachher von Gesterberg und Wolff 
an Hunden gefunden. In meinem Versuch habe ich dem Tier 
absichtlich nicht viel Eiweif gegeben, da es mir scheint, dab 
eine geringe Beeinflussung der N-Ausscheidung durch das 
Arzneimittel nur dann bemerkbar ist, wenn die KiweiBzufubr 
klein ist. Kénnte der durchschnittliche Wert der N-Aus- 
scheidungen in 10 Tagen der Vor- und Nachperiode als der 
normale erachtet werden, so miibte die tigliche Menge 
0,1717g N in der Elbonperiode mehr als die Norm sein. Die 
tigliche Menge des Harnstoff-N betrug wihrend der Normal- 
periode durchschnittlich 5,0023 g N (75,4°/,), wahrend der 
Elbonfiitterung 4,7103 g N (70,0°/,). Demnach ist die relative 
Verminderung des Harnstoff-N durch das Elbon auch beim 
Hunde deutlich erwiesen. Beim Hunde ist die Verinderung 
des Ammoniak-N etwas deutlicher als beim Kaninchen. Die 
Aminosiureausscheidung war durch dieses Mittel absolut sowie 
relativ vermehrt. 

Ich habe auBerdem noch einige Versuche iiber die Aus- 
scheidung des Schwefels im Harne ausgefiihrt, die meist mit 
dem Stickstoff-Stoffwechsel in einem untrennbaren Zusammen- 
hang stehen. Der Gesamtschwefel in je 25 ccm Harn wurde 
nach dem Gliihen mit Soda-Salpetermischung durch Uber- 
fiihrung der gebildeten Schwefelsiure in Bariumsalz ermittelt. 
Die Gesamtschwefelsiure, Sulfat-Schwefelsiure und gepaarte 
Schwefelsiure wurden nach der Folinschen Methode bestimmt. 
Der Neutralschwefel wurde durch Subtraktion der Gesamt- 
schwefelsiiure aus dem Gesamtschwefel indirekt bestimmt: 





) Jl. of Physiol. Bd. 13, 66 und 117. 
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Ein 1960 g 
kara gefiittert. 


Versuch 4. 


4 
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schweres Kaninchen wurde mit 300g Tofu- 


Tabelle 4. 








Vorperiode 
4 Tage 
Arzneiperiode 
ry. 

4 Tage 
Nachperiode 
4 Tage 


~ 


3 


Kin 2340 g¢ 
kara gefiittert. 





Harnmenge 
s Ml, 
pro Tag 


ccm 


220 





Ges.-Schw.- 
Siiure pro 
Tag als BaSO, 


Versuch 5D. 





Schw.-Siure 
pro Tag 
als BaSO, 


o 
o 


0,055 
0,2208 


0,0498 


Gepaarte 





Elbon 


4¢ 


im 
ganzen 


schweres Kaninchen wurde mit 350¢ Tofu- 


Tabelle 5. 





Vorperiode 
3 Tage 
Arzneiperiode 
4 Tage 
Nachperiode 
3 Tage 





Harnmenge 
. r P 
pro Tag 


ccm 





Ges.-Schw.- 
Siiure pro 
Tag als BaSO, 


0,3922 


0,3677 








Gepaarte 
Schw.-Siure 
pro Tag 
als BasO, 
£ 


0,0550 
0,2065 


0.9525 





Elbon 


og 
im 
ganzen 


Wie aus Tabelle 4 und 5 ersichtlich ist, nahm die Ge- 
samtschwefelsiure deutlich unter dem HinfluB des Elbons ab, 


um sehr deutlich in der Nachperiode wieder zu steigen. 


Die 


Ausscheidung der Atherschwefelsiiure, welche in der Vorperiode 
normal war, kam bei der Zufuhr dieses Mittels plétzlich zum 





118 


Stillstand, so dab sie etwa viermal so groB war. 
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Um 


die 


Verteilung des Schwefels im Harn zu erkennen, stellte ich 
den folgenden Versuch an: 


Versuch 6. 
Ein 2400 g schweres Kaninchen wurde mit 320 g Tofu- 


kara gefiittert. 


Tabelle 6. 





Vorperiode 
4 Tage 


Arzneiperiode 


6 Tage 


Nachperiode 


5 Tage 





ecm 


Harnmenge 
pro Tag 


195 





ot 8 


Ges.-Sehw. 
pro Tag 


0,4487 


0,4688 


0,4511 





Neutr. 
Schwefel 


pro Tag 
£ 


0,1240 


0,2358 


0,1505 





Gesamte | 
Schw.-Siure | 


pro_Tag 
s 


0,3247 


0,1735 


0,3226 





Sulfatschwe- 


felsiiure 
pro Tag 
or 
S 


0,2830 


0,0069 


0,2521 





Gep. Schwe- 
felsiure 
pro Tag 

g 


0,0415 


0,1666 


0,0505 





Elbon 


he 
hb 


im 


ganze 


Wahrend der Elbonfiitterung nahm die durchschnittliche 
Die Aus- 
scheidung der Gesamtschwefelsiure sank durch das Mittel 
auch bei diesem Versuche, wie bei den Versuchen 3 und 4 
Bei der bedeutenden Verminderung der Ge- 
samtschwefelsiiure ist ein entsprechendes Steigen des neutralen 


Menge der Gesamtschwefelausscheidung etwas zu. 


deutlich herab. 


Schwefels selbstverstiindlich. 


Die Ausscheidung der Sulfat- 


schwefelsiure nahm bei der Elbonfiitterung deutlich ab, schon 
am ersten Tage der Zufuhr war sie absolut verschwunden, 
wihrend sie in der Nachperiode schnell wieder auf den 


normalen Wert zuriickkam. 


Die Ergebnisse der gepaarten 


Schwefelsiiureausscheidung stimmen mit den zwei vorigen Ver- 
suchen vollstiindig iiberein. 


Harn. 


Zusammenstellung der gewonnenen Resultate. 


Die Elbonfiitterung verursacht bei gesunden Kaninchen 
und Hunden mehr oder weniger Zunahme des Gesamt-N im 
Wenn man aber die N-Menge, welche im zugefihrten 
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Elbon enthalten ist, beriicksichtigt, ist es wahrscheinlich, dab 
durch dieses Mittel der EiweiBumsatz nicht deutlich steigt. 
Der Prozentsatz, den der Harnstoff-N von dem ausgeschiedenen 
Gesamt-N ausmacht, wird kleiner. Die Ausscheidung des 
Ammoniaks und der Aminosiiuren wird beim Hunde absolut 
und relativ vermehrt. Diese Tatsache und die bedeutende 
Verminderung der Gesamtschwefelsiure deutet auf eine Ab- 
nahme der oxydativen Fiahigkeit des Organismus als eine 
Folgeerscheinung der Elbondarreichung. Fast der ganze oxy- 
dierte Schwefel wird in der Form von Atherschwefelsiure 
ausgeschieden. Diese Zunahme an Atherschwefelsiure mit 
der Bildung von gepaarter Glycuronsiure, die ich neuerlich 
verOffentlichte'), riihrt fraglos von dem Bestreben seitens des 
Tieres, die von Elbon gespaltenen Oxyphenylderivate unschad- 
lich zu machen. Es ist somit bewiesen, dafB das Elbon am 
gut genihrten Organismus und in einer denselben 
nicht krankmachenden Dosis wahrscheinlich keinen 
bemerkbar vermehrten Eiweifzerfall bewirkt. Der 
Oxydationsvorgang im Kéorper ist aber dadurch ziemlich herab- 
gesetzt. 


Einflu8 von Phenacetin. 


Der Einflu& von Phenacetin wurde bisher wenig studiert, 
Liverato’) konstatierte, daB beim gesunden Menschen 38—4g 
Phenacetin die Harnstoffausscheidung nicht beeinfluBt, Pittini 
und Hamnet?) sind an Hunden und fiebernden Kranken bei 
Gaben von mittleren Dosen Phenacetin zum gleichen Er- 
gebnis gekommen. Meine Versuche wurden an zwei gesunden 
Kaninchen angestellt. 


Versuch 7. 
Kin 2110 g schweres Kaninchen wurde mit 380g Tofue 


kara gefiittert. Der Aminosiure-N wurde durch Formel- 
titration bestimmt. 





1) Diese Zs. Bd. 124, 8. 247 (1923), 
*) Jahrber. Chem. Bd. 20, S. 60 (1890). 
*) Jahrber. Chem. Bd. 30, S. 610 (1900). 
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Tabelle 7. 
ome iy 1a ty 
o > - ‘ oe. Lot 8) SS 
Wen [Aw |, es “" | 24 bo g. ae Ot BS 
Os « 2 Aas mn a Figs © 
gS] ES wit wo] BO ws | oo we z 
te Pee rr = cs] c][aa c % 
cio rh R oy & of 8, > = 
oa ni i= ti" <i 
Vorperiode 197 |1,6613 1,5083 2,88 30,5 
4 Tage (90,8) (0,17) (0,63 ‘te 
: : ss : Vid ek : 4,10 £ 
Arzneiperiode 225 1,9886 1,6625 2,62 14,54 at ” 
7 Tage 87,6 0,14 0,77 
- (87,6) yee) (0,77) ganzen 
Nachperiode 206 11,8474 1,6651 3,2 10,51 
4 Tage (90,1) (0,19) (0,57) 
Nach dieser Tabelle nahm der Gesamt-N deutlich mit 


der Verabreichung von Phenacetin zu. 

Die Ausscheidung des Harnstickstofis stieg ebenso minimal, 
in Prozenten des Gesamtstickstoffs sank sie dagegen herab. 
Die Ausscheidung des Ammoniaks ist nicht veriindert. 
absolute und relative Zunahme des Aminosiiure-N ist bei 
Verabreichung des Mittels im geringen Grade vorhanden. 


Eine 


Versuch 8. 








Kin 2000 g schweres Kaninchen wurde mit 300 ¢ Tofukara 
getiittert. 
TVabelle 8. 
Ry 7, Z| Blige &Z = 
Y BN fA &&® ce OD , | on .ise ‘ = 
De c ss a wm § Sy m2 fs n Y 
aT STS la cos | BN ecm | S © boos e 
Socife lee cige .tife o S 
22 ine ["'S, Sige Sie s a 
en S sla 144 =] & 
Vorperiode 224 11,8729 1,6736 0,05 10,77 
4 'Tage (89,4) (0,16) (0,58) . 
a 
Arzneiperiode | 211 | 1,8890 1,6104 4,49 13,15 he 
4 Tage (85,3 (0,24) (0,75) ganzen 
Nachperiode 188 11,6093 1,4359 4,97 16,25 
4 Tage (89,2 (0,31) (0,64) 
Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, stimmen die bei 
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diesem Versuche erhaltenen Resultate mit denen des Ver- 
suches 7 iiberein. 

Zusammenfassung der Resultate. Phenacetin be- 
wirkt demnach beim Kaninchen im normalen KEr- 
nihrungszustand und in einer fiir sein Wohlbefinden 
nicht schidlichen Dosis eine vermehrte Eiweifizer- 
setzung, und aus der Vermehrung des Aminostickstoffs 
muB man vielleicht auf eine Funktionsstérung des 
Zellprotoplasmas schlieBen. 


Einflu8 von salicylsaurem Natron. 

Die Wirkung der Salicylsiure auf den EiweiBumsatz im 
Organismus ist schon bisher von vielen Autoren studiert worden. 
Kumagawa') hat an Hunden, und Schreuder?) an Menschen 
einen steigenden HinfluB der Salicylsiure auf die N-Aus- 
scheidung im Harne konstatiert. Nach P. Fiirbringer bewirkt 
die Salicylsiiure bei Diabetikern eine Abnahme des Harnstoffs; 
dagegen konstatierte Noel Paton*) in seinen, an einem 
Manne und zwei Hunden ausgefiihrten Versuchen eine Ver- 
mehrung des Harnstoffs. 


Versuch 4. 


Die schon zum 3. Versuch beniitzte Hiindin wurde ver- 
wendet. Die Nahrung bestand aus: 


[Oe Bee 6 oe ee ss @ Oe 
60 ¢g getrocknete Fische . . . 3, 7896 gh 


5,6242 ¢g N 

Nachdem das Tier in das N-Gleichgewicht gebracht worden 
war, wurde ihm wiihrend 3 Tagen im ganzen 6 g Na salicylicum 
zugefiihrt. 

Die Tabelle zeigt: die Harnmenge wurde durch dieses 
Mittel deutlich vermindert. Die Steigerung der N-Ausscheidung 
nach der Verabreichung von salicylsaurem Natron wurde bei 
diesem Versuch deutlich beobachtet. Der Ammoniak-N und 


1) Virchovs Arch. Bd. 113, S. 156 (1888). 
*) Jahresber. f. Chem. Bd. 18, 8. 146 (1888). 
8) Jahresber. f. Chem. Bd. 17, 8. 197 (1888). 
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Tabelle 9. 





Vorperiode 
8 ‘Tage 


Arzneiperiode 


« 


3 Tage 


Nachperiode 


5 Tage 





Harnmenge 
pro Tag 


5O2 


340 


454 


ecm 





4,8343 


5.9756 


4.9549 


3,7597 
(77,8) 

4,773 
(79,9) 

3,8616 
(77,9) 








“A vr: 
asap 
oe wT 
a ro) 
0, MO 
_. = 
a eo 
4 — 
0,3367 
(7,6) 
0,3539 
(9,9) 
0,3833 
(6,7) 





Aminosiure- 
N pro Tag 
_ 

(°/, d. Ges.-N) 


0,0403 
(0,8) 
0,0606 
(1,6) 
0,0560 
(1,1) 





38) 


Kot-N 
pro Tag 


0,5106 


0,4057 


0,3448 








| 





Kot* Harn- 
N pro Tag 


5,8447 


6,3813 


529765 





Amuinosiiure-N haben bei Verabreichung des Mittels ebenso 
zugenommen. Ihre Ausscheidung am 1. Tage der Nachperiode 
rar noch sehr groB; mehr oder weniger ist diese Ausscheidung 
nach dem EinfluB der noch anhaltenden Wirkung des Medi- 
kamentes zuzuschreiben. Rechnet man diesen ‘lag den Arznei- 
tagen zu, so ist die Steigerung des N-Umsatzes noch als 


stiirker 


anzusehen. 


Sobald die Verabfolgung der Priparate 


aufhérte, fand eine deutliche Abnahme in der Ausscheidung statt. 
Die Resultate fasse ich kurz folgendermaben zusammen: 


Die EKinfiihrung 


Hunde 


beim 


im 


von 


normalen 
Die Harnstoffausscheidung 


starke EKiweibzersetzung. 
hat wihrend des Arzneigebrauchs absolut und relativ 
zugenommen. Somit sind die Angaben von Noel Paton 
wiederum von mir konstatiert. 


salicylsaurem 


Natron 


bewirkt 


Ernahrungszustand eine 


Einflu8 von Aspirin. 


In neuerer Zeit ist die Tatsache bekannt geworden, dab 
die Wirkung des Aspirins (Acetylsalicylsiure) auf das Fieber- 
zentrum stiirker ist, als die der Salicylsiure.') Diese Tatsache 
beruht nach Bondi und Katz*) wahrscheinlich darauf, daB 
das Aspirin im Organismus teilweise als solches resorbiert 





o 


‘amamoto, Kyoto Igaku Zassi Bd. 15, S. 183 (1914/15). 
s. f. klin. Mediz. Bd. 72, S. 177 (1910). 


Na-Salicyls. 


feanzern 











Na-Salicyls. 


ganzen 


KinfluB der verschiedenen Antipyretica auf die Verteilung usw. 


wird und dieses ganze Molekiil stairker als Salicylsiure auf 


das Fieberzentrum wirkt. 


Kin 3010 g schweres Kaninchen wurde mit abgepreBtem 


Versuch 10. 


Tofukara 230 g gefiittert. 


Der Aminosiure-N wurde nach van Slykescher Methode 


bestimmt. 


Tabelle 10. 
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a a A. — ts 7 — 
ee) > > : ; , oo) SD . 
20 tp Ai op 7 oh a ao “TE % a » 
> = = +2 & isi 2 = = wn sco * n a 
eam 4 set, Swoon = fh, trek a? ev oomt 
= ofa. MIF “Oo “SO 1cg *O = 
FOoOUlanae tO ~1ao -.as ‘ mn 
ao oO we Wises sinc” ws < 
Ps. pw da} [oF os Sc oN — a 7 
[4 ft] 
Vorperiode 297 | 2,2089 1,9403 | 0,0020 1,031 
3 ‘Tage (87,9) (0,09) (1,4) ‘an 
rcp aie 96 
Arzneiperiode | 266 | 2,4016 2,0807 0,0022 0,0335 iis 
2 Toga QQ Q € QF 
3 Tage (83,8) (0,09) (1,35) ganzen 
Nachperiode 266 | 2,1502 1,8728 0,0016 0,0319 
3 Tage (87,1) (0,07) (1,48) 




















Wie die ‘Tabelle lehrt, nimmt die Ausscheidung des 
(sesamt-N mit der Verabreichung von Aspirin bedeutend zu. 
Die Zunahme der Harnstoffausscheidung durch das Mittel ist 
nicht bedeutend, in Prozenten des Gesamt-N wird die Harn- 
stoffausscheidung aber um etwa 4°/, herabgesetzt. Der 
Ammoniak-N und Aminosiuren-N sind nicht deutlich ver- 
indert. Ich fand also unter dem EKinflu8 des Aspirins 
eine gesteigerte Ausscheidung des Stickstoffes und 
eine relative Verminderung der Harnstoffausscheidung. 


Einfiu8 von Chinin. 


Die Untersuchungen fast aller Autoren haben ergeben, 
daB das Chinin den EjiweiBumsatz herabsetzt; Ranke kon- 
statierte, dai beim gesunden Menschen 1,2 g Chinin sulf. die 
Harnsiureausscheidung um 20°/, vermindert, und auf die 


Harnstoffausscheidung keinen 


deutlichen EinfluB  ausiibt. 
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Kerner’) und Prior?) fanden am Menschen und Hunde, dag 
Chinin spezifisch hemmend auf den Stoffwechsel wirkt, und 
wiesen darauf hin, da nicht Verzégerung, sondern Ein- 
schrinkung vorliegt, weil die nachfolgende Ausscheidung nicht 
die normale iibersteigt. AuBerdem haben Kumagawa’) beim 
gesunden Hunde und Rahel Hirsch‘) beim fiebernden nach- 
gewlesen, das das Chinin den KEiweiBumsatz einschrinkt. 
Andere Untersuchungsergebnisse mit entgegengesetztem Resul- 
tate wurden von Redenbacher, Bauer und Kiister und 
H. Oppenheim) mitgeteilt. Die letzteren sagten, da® Chinin 
auf verschiedenen Individuen nicht gleichmibig wirkt, daB es 
bei dem einen Verdauungs- und Respirationsstérungen ver- 
ursacht, bei dem anderen nicht, oder daB es in den Geweben 
selbst bei verschiedenen Organismen verschiedenartig in den 
Stoffwechsel eingreift. 


Versuch 11. 
Den Versuch fiihrte ich an mir selbst aus, 51 kg schwer, 
gesund. 
Das Befinden war wihrend der Versuchstage ungestért, 
nur an dem Chinintage selbst traten leichtes Schwiichegefihl 
und Ohrensausen ein. Als Nahrung dienten bei dem Versuche: 


rw 


(5 g Rindfleisch 


ee 


15 g Fischtleiseh 
350 ¢ Reis 

59 g Miso (ein Sojabohnenpriiparat) 

11 Stiicke Tofu 

etwas Gemiise. 

Die Nahrung wurde tiglich gewogen und méglichst konstant 
gehalten. Der Harn quantitativ gesammelt. Der Aminosiiure-N 
wurde nach van Slykescher Methode bestimmt. 

Wie die Tabelle zeigt, wurde der Gesamt-N unter dem 
KinfluB von Chinin im Mittel tiglich um 0,381 g weniger als 





1) Pfliigers Arch. Bd. 3, S. 93 (1867). 

2) Pfliigers Arch. Bd. 34, S. 237 (1884). 

3) a. a. O. 

*) Zs. f. exp. Path. u. Therap. Bd. 13, 8. 84 (1913). 
5) Pfliigers Arch. Bd. 23, S. 475 (1880). 
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Tabelle 11. 
> ent Zz, i . & rane 
of a ~. bp . §p “7 ap ry Le . 
=e | on Ais nl ae nn} a a 
423 oe oe e 2 Foe” ane | oe 2 S 
FOo°Ulas uO ;|s° 7 = 
he ny oO he ra -— fm La a} —_— pd ro Co 
S oy ona S of £& (of & ° 
en} o,f a |444 = 
Vorperiode 1130 | 10,2527 8,6300 | 0,5797 0,2485 
5 Tage (84,2) (5,65) (2,42) c 
: ; - 7 . 5,9 g 
Arzneiperiode | 1060 9,8717 8,2170 0,5227 0,2178 4 
im 
4 Tage (83,2 (5,29 (2,21 
D *) nr — ganzen 
Nachperiode | 1016 | 10,4563 8,7735 0,5900 0,2534 
5 Tage (83,9) (5,74) (2,42) 


in der Vorperiode ausgeschieden. Der Harnstoff-N, Ammoniak-N 
und Aminosiuren-N nahmen durch Verabreichung von Chinin 
absolut ab. In der Nachperiode steigen diese Ausscheidungen 
sofort wieder auf die normale Héhe. Die prozentualen Ver- 
hiltnisse waren nicht merklich verindert, doch konnte man 
die Andeutung einer Abnahme nachweisen. 
haltenen Resultaten schlieBe ich, dab 
sebrauch den N-Umsatz einschrinkt 
intermediiren Stoffwechselprozesse 
tenden KinfluB ausiibt. 


den er- 
der Chinin- 
und auf die 
keinen bedeu- 


Aus 


EinfiuB von Remijin. 


Das Remijin (Athylhydrocuprein), welches vor kurzem als 
ein Heilmittel der Pneumonie in Gebrauch genommen ist, hat 
kiirzlich einigen klinischen Untersuchungen gedient. Die Ein- 
wirkang dieses Mittels auf den KiweiBumsatz ist meines Wissens 
noch nicht festgestellt. Ich habe daher diesbeziigliche Ver- 
suche an einer gesunden Hiindin angestellt. Diese Hiindin 
war dieselbe, welche bereits zu einem vorherigen Versuche 
benutzt wurde. 

Die Nahrung besteht aus: 


200 uw Ree. 6 6% « * 
85 g getrocknetem Fisch 
700 cem Wasser. . 
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Der Aminosiituren-N wurde nach van Sly kescher Methode 


bestimmt. 


Die Tabelle zeigt: 


Tabelle 12. 





: elt. eles e : 
Se [Aw | 0 Slaw Slee % bo aa 
OF 42 8 yr) B1.S 2 oe IAS R41 
gm & ES sola © woos BE ok oO WO #& wl o w 
Fo°Clne i Oo -|se 1 8 ° + & 
Pa 3S m He co moro ie olka i. = 
S 2, ch Ry Pa of §& (eo S, ° ~ Oo, 
Vorperiode 65,6 | 8,3872 6,6974 0,6452 0,1383 | 0,6123 | 8,9935 
5 Tage (79,9) (7,69) (1,65) 
Arzneiperiode | 630 71,4793 5,8945 | 0,567 0,1206 | 0,8629 |8,3418 
3 Tage (78,8) (7,58) (1,61) 
Nachperiode | 637 6,6172 0,6172 0,5654 0,1419 } 0,6967 | 8,7948 
4'Tage (81,7) (6,28) (1,75) 


























Die Tabelle zeigt, daB beim gesunden Hunde das 
Remijin ganz ihnlich wie das Chinin den Eiweib- 
umsatz beschrankt. 


Einflug8 von Antipyrin. 


In einer genauen Untersuchung fand Kumagawa!), daB 
beim Hunde im N-Gleichgewicht die Anwendung von Anti- 
pyrin selbst in betriichtlichen Dosen (58 g in 13 Tagen) keinerlei 
KinfluB auf die N-Ausscheidung im Urin ausiibt. Beim Ver- 
suche Chittendens”) dagegen nahm die Ausscheidung des 
Harnstoff-N durch Applikation von tiiglich 2—4 g Antipyrin 
etwa 9°/, ab. 

Versuch 13. 

Kin 2510 g schweres Kaninchen wurde mit 200g ab- 
gepreBter Tofukara gefiittert. Der Aminosiiuren-N wurde nach 
van Slykescher Methode bestimmt. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, veriindert sich die 
Menge des Gesamt-N nicht merklich durch Verabreichung von 
Antipyrin. Die Harnstoffausscheidung ist dagegen durch das 


Mittel absolut und relativ etwas vermindert. Das Ammoniak 


1) a.a. QO. 
2) Zs, Biol. Bd. 25, S. 496 (1888). 


Remijin 


Im 


ganzen 








Remijin 


OD wer 
23,75 ¢ 
Le} 


Im 


sa nzen 
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Tabelle 13. 
o 1G —~is = 
BD ny A &h _- of A aoe FF = op rh & 
Oral es AS g1/22 glee 4 
Be ele we |B ws |S oms] 
o> 2 x aS 2 ee & a, ; = 
dB |S5 [DB SlER Sle Sy] 
= cle e]/44 & | 
Vorperiode 197 1,5884 1,4300 | 0,0098 0,0199 
5 Tage (90,0) (0,62) (1,25) , 
+ 5 y 
Arzneiperiode} 212 1,6069 1,4045 0,0071 0,0218 a 
4 Tage (87,4) (0,44) (1,36) ganzen 
Nachperiode 190 | 1,8055 1,6128 | 0,0049 0,0303 
4 Tage (89,3) (0,27) (1,68) 




















hat schon in der Vorperiode eine betrichtliche Schwankung; 
wenn man deshalb die Ausscheidung in der Nachperiode als 
die normale annimmt, und diese mit der Ausscheidung in der 
Arzneiperiode vergleicht, so findet man einen deutlichen An- 
stieg unter der Kinwirkung von Antipyrin. Die Ausscheidung 
der Aminosiuren halt gleichen Schritt mit der des Gesamt-N, 
In den prozentualen Verhiltnissen ist ebenso eine Andeutung 
von Zunahme der Ausscheidung nachzuweisen. 

Nach allen Betrachtungen kann ich den SchluB 
ziehen, da& das Antipyrin beim gesunden Kaninchen 
im normalen Ernihrungszustande keine Verainderung 
auf die Gesamt-N-Ausscheidung hervorruft, aber 
héchstwahrscheinlich auf die intermediiren Stoff- 
wechselprozesse mehr oder weniger schidliche Wir- 
kung hat. 


Einflu8 von Pyramidon. 


Versuch 14. 

Als Versuchstier diente ein gut geniihrter Hund, der sich 
vorher im N-Gleichgewicht befand. Der Aminosiurestickstoff 
wurde nach van Slykescher Methode bestimmt. 

Die Ausscheidung des Gesamt-N wurde mit Verabreichung 
des Mittels etwas gesteigert. Der Harnstoff-N, Ammoniak-N 


und Aminosiuren-N nahmen unter dem EinfluB von Pyramidon 
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Tabelle 14. 


























ik alt Glee & i 
Deo 1m | wm Slaw lee 4 bo cS 
a Si ae” wo + ™ tors | BS tors SO Brn =F 26 > & 
re Toe [5k clase gpa ™ gie 1b 4 
SQ bos Sy s& _e A Sy 
oy oS = =a Pi <4 A o Y Zi 
Vorperiode | 638 | 8,4791 | 6,7621 | 0,5080 | 0,1191 | 0,4019 | 8,8810 
6 Tage (79,8) (5,81) (1,4) 
Arzneiperiode | 680 8,6056 6,8056 0,5773 0,1403 | 0,4995 | 9,1051 
4 Tage (80,0) (6,71) (1,63) 
Nachperiode 624 | 8,2523 6,6693 | 6.5905 0,1362 | 0,6640 | 8,9183 
5 Tage (80,8) (7,15) (1,65) 
ebenso zu. In dem prozentualen Verhiltnis waren dagegen 


fast keine bemerkbaren Veriinderungen nachzuweisen. Diesen 
Ergebnissen nach bewirkt das Pyramidon beim Hunde im 
normalen Krnihrungszustande eine vermehrte EKiweib- 
zersetzung. Betonen mub ich hier, daB das Pyramidon 
beim Kaninchen schon in geringen Dosen, z. B. 0,1 g 
pro kg, einen schidlichen Einflub auf die Niere zeigt, 
und ausiibt, so daB die Albuminurie hervortritt. 


EinfluB des Antifebrins. 


Chittenden’) fand bei gesunden Menschen, dafB thera- 
peutische Gaben von Acetanilid keine wesentlichen Ver- 
finderungen auf die Harnstoffausscheidung hervorrufen. Bei 
seinem an einem Hunde ausgefiihrten Versuche schloB Kuma- 
gawa’), daB das Acetanilid in kleinen Dosen (2—8 g pro Tag) 
keine, und in gréBeren Dosen (4—5) eine deutliche Zunahme 
der N-Ausscheidung auswirkt. 


Versuch 15. 
Kaninchen, 2480 g schwer, wurde mit 200 g abgepreBter 
Tofukara gefiittert. Der Aminosiuren-N wurde nach van 
Slykescher Methode bestimmt. Im Laufe der 5 Tage wurde 


1) Zs. Biol. Bd. 24, S. 496 (1888). 
2) a. a. O. 
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mit ansteigender Dosis insgesamt 1,55 g Antifebrin appliziert. 
Die folgende abelle veranschaulicht die Ergebnisse. 


Tabelle 15. 





Vorperiode 
4 Tage 
Arzneiperiode 
5 Tage 
Nachperiode 
4 Tage 





Harnmenge 
pro Tag 
ecm 





2,1459 





1,7050 
(87,2) 
1,7091 
(86,6) 
1,9166 
(89,3) 





Ammoniak-N 
pro Tag 


0,0024 
(0,12) 
0,0026 
(0,13) 
0,0068 
(0,32) 


o 
(*),.d. Ges.-N ) 





Aminosiiure- 
N pro Tag 
g 
(°/, d. Ges,-N) 


0,0219 
(1,12) 
0,0174 
(0,88) 
0,0187 
(0,87) 





Antifebrin 


Nach diesen Ergebnissen gibt es keinen merk- 
baren Unterschied zwischen den Ausscheidungen des 
Gesamt-N, Harnstoff-N, Ammoniak-N und Amino- 
siuren-N in der Normal- und Antifebrinperiode. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIX, 








Uber Formylhydroxyhamine. 


Von 


William Kiister und Erhard Willig. 


(2. Mitteilung aus dem Labor. f. organische u. pharmac. Chemie der Techn. Hochschule 
in Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1923.) 


Die in der ersten Mitteilung iiber Formyl-hydroxyhimine') 
beschriebenen Befunde itiber den von Partos dargestellten 
,himatinartigen Stoff lieben den Schlu8 zu, daB in demselben ein 
Monomethyl-formyl-hydroxyhimin vorliegt. Die Eigenschaften, 
namentlich die Unléslichkeit in Pyridin und Anilin, sprachen 
fiir einen sehr stabilen Bau des Molekiils, der als durch die 
Art der Darstellung hervorgerufen angesehen wurde. Dem- 
entsprechend wurde ein Bild fiir dieses Hiimin gegeben, welches 
dasselbe als inneres Salz eines /-Monomethyl-formyl-hydr- 
oxyhimins charakterisieren sollte, da wir glaubten, nach der 
Darstellungsart, bei der Methylalkohol eine Rolle spielt, den 
6-Typus erhalten zu haben. Zugleich wurden einige Versuche 
beschrieben, die zur Darstellung anderer Formylhimine nach 
den Methoden von Schalfejeff, Mérner und Zaleski fiihren 
sollten, insofern aber ergebnislos verliefen, als es nicht gelang, 
chlorfreie Praparate zu erhalten. Es ist uns nun gelungen, 
ein Monomethyl]-formyl-hydroxyhimin im reinen Zustande nach 
der Methode von Mérner zu erhalten, die zum (/-Typus 
fiihrt, allerdings in der Pseudoform, die sich vom echten 
Himin durch ibre Léslichkeit in angesiiuertem Alkohol unter- 
scheidet. Dieses ,,Hiimin“ erwies sich als giinzlich verschieden 





1) Diese Zs. Bd. 119, S. 98 (1922). 
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yon dem nach dem Partosschen Verfahren erhaltenen, nament- 
lich ist es nicht nur in 1°/,iger Natronlauge bei Zimmer- 
temperatur und in erwarmter 5°/,iger Sodalésung, sondern 
auch in Pyridin, Anilin und Benzonitril léslich, nach den 
Analysen kommt aber beiden Himinen die gleiche Zusammen- 
setzung zu. Wir haben es also mit isomeren Stoffen zu tun. 
Nun ist es wenig wahrscheiulich, daB das jetzt erhaltene Pri- 
parat die Pseudoform des nach dem Verfahren von Partos 
dargestellten echten Himins vorstellt, da es nicht gelang, das 
letztere durch Erhitzen der mit Ameisensiiure versetzten 
methylalkoholischen Lésung des ersteren zu erhalten. Fir 
dieses nach Moérners Methode gewonnene Himin kommt 
daher die in der ersten Mitteilung dem Partosschen Haimin 
zugeschriebene Konstitution eines #-Himins in Betracht 
wihrend in diesem eine noch festere Fiigung vorliegen muB, 
wie es in den Himinen vom a-Typus der Fall ist. Die Un- 
moéglichkeit der weiteren Methylierung durch Diazomethan ist 
also bei ihm, abgesehen von seiner Unléslichkeit in organischen 
Loésungsmitteln, nicht nur darauf zuriickzufiihren — wie wir 
annehmen zu kénnen glaubten — dab das methylierbare 
Carboxyl schon methyliert ist, sondern darauf, da8 es noch in 
der Sphire des EHisens steht, welche Anordnung als Ausdruck 
fiir den «-Typus gewihlt wurde. Ist nun die Annahme der 
Zugehorigkeit des Partosschen Himins zu letzterem kein 
FehlschluB, so ist diese Erkenntnis in zwiefacher Hinsicht von 
Bedeutung. EKinmal ist das Auftreten des f-Typus bei den 
nach Moérners Methode hergestellten Himinen nicht, wie es 
bisher geschehen ist, allein den als Liésungsmitteln dienenden 
Alkoholen zuzuschreiben — die zwar auch eine Rolle spielen — 
sondern der zur Zersetzung des Hiimoglobins benutzten Schwefel- 
siure, denn das Verfahren von Partos unterscheidet sich 
erundsitzlich gerade dadurch von dem Mérnerschen, daB zur 
Extraktion des trotz der beim Koagulieren zugefiigten 1°/, igen 
Schwefelsiiure noch unzersetztes Himoglobin enthaltenden 
Coagulums 3°/,ige Ameisensiure in Verbindung mit Methyl- 
alkohol verwendet wird. Und dann ist zweitens das Auf- 
treten des 8-Typus erst eine Folge der auf das Gefiige im 
9* 
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Haminmolekil lockernd wirkenden konzentrierten Schwefelsaure, 
wihrend wenigstens in normalen Fallen der «-Typus dem 
primaren Zustand der prosthetischen Gruppe des Blutfarbstoffs 
entspricht. Dieser diirfte also auch in den nach Schalfejeffs 
Hisessigmethode gewonnenen Himinen erhalten bleiben, und 
auch in diesen ist das Vorliegen eines ,,inneren Salzes“ in 
vorwiegender Menge anzunehmen, was denn auch durch die 
geringe Leitfaihigkeit der a-Himine in méglichst indifferenten 
Lésungsmitteln, wie z.B. Benzonitril, angezeigt wird. Zugleich 
mu dann Betainstruktur vorhanden sein und diese ist es, 
welche in erster Linie von der Schwefelsiure betroffen, d. h. 
getrennt wird. Das geht aus Versuchen am «-Rhodanhimin 
hervor, die beweisen, da bei der ,,Umscheidung“ der «-Himine 
dann eine Verwandlung in den f-Typus eintreten kann, wenn 
das zum Lésen verwendete Pyridin lingere Zeit einwirkt. Hier 
ist es also eine Base, welche die Umwandlung einleitet, beim 
Morner-Verfahren die Schwefelsiure. Wenn aber Base und 
Siure im gleichen Sinne wirken, kann der Ort der Einwirkung 
nur salzartigen Charakter haben, im gegebenen Fall also 
Betainstruktur. Es muB daher mit der Méglichkeit gerechnet 
werden, daB im «-Himin beide Carboxyle mit den beiden 
basischen Stellen salzartig verkniipft sind, wonach im «-Chlor- 
hamin (I), das wegen der auferst geringen Leitfahigkeit in 
indifferenten Lésungsmitteln, z. B. Benzonitril, hauptsichlich 
als ,inneres Salz“ angesprochen’ werden mu, bereits ein in 
bezug auf das Ferriatom koordinativ ungesittigtes System vor- 
liegt, wenn wir diesem die Koordinationszahl ,,6 zuerkennen.") 
Die Léslichkeit in Pyridin wirde also mit einem Eintreten 
dieses Stoffes in das Molekiil beginnen, wonach auch die Ab- 
drangung des Chlors vom Eisen erfolgt. Schreiben wir das 
,innere Salz“ des c-Monomethyl-formyl-hydroxyhamins in diesem 
Sinne, so muB zwar die Annahme gemacht werden, daB sich 
das Methyl schon bei 140° durch Jodwasserstoff vom Stick- 
stoff ablésen liBt, wofiir Beispiele vorliegen, der koordinativ 





1) Dabei mu8 noch unentschieden bleiben, ob das Eisen nicht etwa 
auch zu den ungesittigten Stellen im Kohlenstoffgeriist des Hiimins in 
Beziehung steht, und zwar zu den die Farbe bedingenden Methinen. 
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gesittigte Charakter, der die Einwirkung des Pyridins ver- 
hindert, wird dann aber verstindlich, wenn dem Formyl, wie 
es bereits in der ersten Mitteilung geschehen ist, im Gegen- 
satz zum Chlor die Besetzung der 6. Koordinationsstelle am 
Eisen eingeriumt wird (IJ). Hierin wiirde dann auch die Er- 
klirung fiir die Festigkeit der Bindung des Formyls (und 
auch des Rhodans) am Hisen liegen, das sich durch Alkalien 
nur zum geringen Teile abtrennen lift. In der Pseudoform 
des #-Monomethyl-formyl-hydroxyhimins (III) lage dann auch 
ein koordinativ ungesittigtes und daher in Pyridin lésliches 
System vor.!) 
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Die Bildung dieses Himins wiirde dann dadurch zustande 
kommen, daB nach Trennung der Betainbindung des Carboxvlsa 
(die des zweiten Carboxyls b leistet offenbar der Aufsprengung 
gréBeren Widerstand, bildet sich doch gewoéhnlich nur ein 
f-Monomethylhimin) durch die Schwefelsiure dieses Carboxyl 
aus der Sphire des EKisens verdringt wird. Das basische 
Stickstoffatom wird aber die Saiure addieren und das aus dem 
Haimoglobin bzw. Methamoglobin erhaltene Hydroxyhimin geht 
als Sulfat in die alkoholische Lésung. Wird diese Lésung 
mit einer anderen Saéure oder deren Salz im UberschuB ver- 





1) Das Eintreten von Pyridin in eisenhaltige Komplexe ist bekannt, 
es spielt denn auch bei der Herstellung mikroskopischer Haimochro- 
mogenpriparate eine sehr wichtige Rolle. Vgl. auch E. Kalmus, 
Diese Zs. Bd. 70, S. 217 (1910); R. Weinland und A. Kissling, Zs. f. 
anorg. u. allgem. Chem. Bd. 120, S. 209 (1922). 
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setzt, so findet ein Austausch der Acyle statt, das Sulfation 
wird zunichst verdringt, es entsteht das Pseudohimin, das 
oft schon schwerléslich genug ist, um auszufallen, in einem 
UberschuB von Schwefelsiiure haltendem Alkohol aber wieder 
léslich ist. ‘Tatsichlich sind die Ausbeuten an #-Haminen 
nach der Mérnerschen Methode immer geringer als die nach 
dem Verfahren von Schalfejeff, vorausgesetzt, daB sich das 
Blut mit Eisessig verarbeiten lift. Als besonders geeignet 
zur Herstellung von ,,Pseudohiminen“ hat sich iibrigens das 
Aceton erwiesen, das Zaleski und Merunowicz erstmalig 
zur Herstellung von Haminen empfohlen haben. Die Pseudo- 
formen scheinen aiso in diesem Lésungsmittel noch etwas 
schwerer léslich zu sein als in Alkoholen. In _ bestimmten 
Fallen scheiden sie sich aber nicht ab, sondern erst echte 
Himine, nachdem die Wanderung des Acyls vom Stickstoff 
zum Kisen erfolgt ist. 

Verwendet man zur Extraktion des Blutcoagulums nicht 
Schwefelsiure, sondern andere Siuren, z. B. Ameisensiiure, in 
Kombination mit Alkoholen, so wird die Betainbindung des 
Jarboxyls a wohl auch hier gelést werden und es wird ein 
Formiat in Liésung gehen, das sich beim Stehen oder beim 
Kochen der Lisung am RiickfluBkihler unter Wanderung des 
Acyls vom Stickstoff an das Eisen in das innere Salz um- 
lagert. Der Unterschied zwischen Ameisensiure und Schwefel- 
siure lige dann nur darin, da8 sich das Carboxyl a durch 
erstere nicht aus der Sphire des Eisens verdringen laBt, da8 
also der a-Typus erhalten bleibt. Dies erhellt aus dem Ver- 
halten eines zweiten Paars isomerer Formyl-hydroxyhimine. 
Das erste Glied dieses Paars wird durch direkte Extraktion 
des Blutcoagulums mit Ameisensiure und Aceton erhalten 


und erweist sich nach seinem Verhalten — Unléslichkeit in 
Natriumbicarbonat, Schwierigkeit bei der Veresterung mit 
Diazomethan — als zur «-Reihe gehérig. Das zweite wird 
aus der Lisung des Sulfats in Aceton — die Extraktion wird 
also durch Schwefelsiure in Verbindung mit Aceton vor- 
genommen — durch Zusatz von Ameisensiiure gefallt und 


stellt den §-Typus vor, d.h. es ist in Bicarbonat léslich und 
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wird durch Diazomethan rascher verestert. Im annihernd 
reinen Zustande wurde bisher allerdings nur das «-Himin er- 
halten, das zweite nur im Gemisch mit Chlorhimin, weil hier 
ein nicht vollstindig chlorfrei gewaschenes Coagulum ver- 
wendet wurde. Leitfihigkeitsbestimmungen wurden nur mit 
dem #-Monomethyl-formyl-hydroxyhimin ausgefiihrt und zwar 
mit der Lésung desselben in Benzonitril. Hierbei ergab sich 
ein auBerordentlich niedriger Wert, der mit wachsender Ver- 
diinnung stetig abnahm und bei einer Verdiinnung von 1:3200 
kaum noch mefbar war. Mit der Dauer der Aufbewahrung 
der Benzonitrillésung wuchs dagegen die Leitfaihigkeit. Es 
finden also Verinderungen statt derart, daB stetig wachsende 
Anteile des Farbstoffs ionisiert werden. Hiermit steht im 
Hinklang, daB das Himin nach Abdestillation des Lésungs- 
mittels sich als veriindert erwies. Der Vergleich der Werte 
fiir die Leitfiihigkeit verschiedener Hamine*) li®t den Schlub 
zu, daB in der vorliegenden Pseudoform des £-Monomethyl- 
formyl-hydroxyhimins ein inneres Salz vorliegt. Das gewihlte 
Bild LI ist aber das eines Ammoniumsalzes, von dem man 
erwarten sollte, daB es ionisierbar ist. Vielleicht darf es trotz- 
dem gewihlt werden, wenn angenommen wird, da die Bin- 
dung des Formyls auch an das Eisen die Abdissoziation ver- 
hindert oder stark einschriinkt. Zudem liegt der Ubergang 
in das echte Hiimin, das gar keine Leitfahigkeit aufweisen 
sollte und als koordinativ gesittigter Komplex vielleicht in 
Pyridin unléslich ist, im Bereich der Méglichkeit. 

—COOCH,f OI 


>N—Fe—N< 
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Experimenteller Teil. 
A. Zur Darstellung von /-Methyl-formyl-hydroxyhamin 
wurde zunichst Kuhblut verwendet und nach der Vorschrift 
von Mérner koaguliert. Der 3 Liter Blut entsprechende 





) Vgl. die folgende Mitteilung. 
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Blutkuchen — 1140 g — wurde dann zur Entfernung der 
Chloride 12mal mit je 2,5 Liter destillierten Wassers aus- 
gekocht, wonach im abgepreBten Waschwasser deutliche Re- 
aktion auf Chlorionen ausblieb. Zur Verdringung des Wassers 
wurde dann mit 92°/,igem Methylalkohol durchfeuchtet und 
wieder scharf abgepreBt. Zur Extraktion der prosthetischen 
Gruppe dienten 5250 ccm 92°/,iger Methylalkohol und 55 ccm 
konzentrierte Schwefelsiure. Nach zweistiindiger Digestion 
wurde abgepreBt und ein bis zur graugriinen Farbe entfirbter 
PreBkuchen erhalten. Die vereinigten Filtrate und PreBsiifte 
— 4900 ccm von tiefdunkelroter Farbe — wurden in einem 
mit RiickfluBkihler versehenen Kolben auf dem Wasserbade 
zum Sieden erhitzt, dann 160 ccm 90°/,ige Ameisensiure ein- 
getragen und noch 1/, Stunde im Sieden erhalten, worauf der 
Inhalt des Kolbens in ein groBes Becherglas entleert wurde. 
Nach zweitigigem Stehen hatte sich dann das Himin am 
Boden desselben als schwarzer Niederschlag abgesetzt. Er 
wurde abfiltriert, mit etwas Ameisensiure haltendem Methyl- 
alkohol SO,” frei, mit verdiinntem Methylalkohal siurefrei ge- 
waschen, dann im Vakuum und bei 45° im Wassertrocken- 
schrank getrocknet. 

Das Filtrat des Himins zeigte nur noch hellrote Farbe, 
ein Zeichen dafiir, daB es nur wenig Farbstoff noch enthalten 
konnte, es fiel dann auch nach Abdestillation der Hilfte des 
Methylalkohols kein Himin mehr aus. Trotzdem betrug die 
Ausbeute an Himin nach der Extraktion mit Ather nur 6 g, 
also 2 g pro Liter Blut, was im Verein mit der Beobachtung, 
wonach das extrahierte Coagulum so gut wie vollstindig vom 
Farbstoff befreit war, darauf hinweist, daB das Blut der jeden- 
falls alten Kiihe nur wenig Haimoglobin enthalten hat. Kine 
Kontrolle mit Hilfe des Verfahrens von Schalfejeff ist hier 
leider unterblieben. Das erhaltene stahlblaue Hamin erwies 
sich bei mikroskopischer Betrachtung als nur wenig verun- 
reinigt, aber nur undeutlich krystallisiert. Ks war in 5°/,iger 
Sodalésung erst beim Erwirmen léslich, in Alkoholen unléslich, 
in angesiiuerten dagegen etwas ldslich, besser in Pyridin, 
Anilin, warmem Chloroform und Methylithylketon. Das Pri- 
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parat enthielt neben 8,38°/, Eisen noch 1,18°/, Chlor und 
war monomethyliert (2,18°/, CH,). 


4,205 mg Substanz (110°) gaben 1,43 mg AgJ (Mikrozeisel). 
0,1252 g " (110°) ,, 0,006 g AgCl und 0,0150 g Fe,Os. 


Ks zeigte sich nun, daB das Chlor durch eine 5°/,ige 


Sodalésung bei Zimmertemperatur entfernt werden konnte, 


wihrend unter gleichen Bedingungen Formyl nicht ab- 
gespalten wird. 

0,38684 g des Himins wurden mit 40 ccm halogenfreier 
5°/,iger Sodalésung 3 Stunden lang geschiittelt. Aus der 
kolloiden Lésung wurde der Farbstoff durch Ansiuern mit 
reiner Salpetersiiure gefallt. Aus dem klaren Filtrat von dem- 
selben wurden 0,0202 g AgCl durch Zusatz von Silbernitrat 
gefallt = 1,29°/, Chlor. 

Die hierdurch angedeutete Méglichkeit zur Gewinnung 
eines chlorfreien Formylhimins wurde indessen nicht weiter 
verfolgt, da_es mittlerweile gelungen war, aus gesenkten Pferde- 
blutkérperchen, die durch das doppelte Volumen 92 °/, igen 
Methylalkohols koaguliert worden waren, ein chlorfreies Pri- 
parat zu erhalten, das sich als krystallisiert erwies. 

B. Je 450 g des wie angegeben erhaltenen, ziegelroten 
Coagulums, das sich durch Kreppfilter glatt von der Mutter- 
lauge abfiltrieren lie8, wurden viermal mit je 4 Litern 1°/,iger 
Natriumsulfatlésung digeriert, wonach die Filtrate keine deut- 
liche Chlorreaktion mehr gaben, dann wurde mit destilliertem 
Wasser gewaschen, auf FlieBpapier und bei 60° getrocknet, 
worauf mit 1800 ccm 92°/,igen Methylalkohols unter Zusatz 
von 17,5 ccm konzentrierter Schwefelsiiure bei Zimmertempe- 
ratur 2 Stunden lang digeriert wurde, Der durch Filtration 
und Pressen des Filterriickstandes erhaltene Extrakt war tief- 
rot gefirbt, der PreBkuchen erschien graugriin. Der Extrakt von 
drei Portionen (5200 ccm) wurde nun zum Sieden erhitzt und mit 
500 com 90°/,iger Ameisensiure, die mit Natriumformiat ge- 
sittigt waren, versetzt, 1/, Stunde ein Kochen erhalten und vom 
ausgefallenen Natriumsulfat abfiltriert. Uber Nacht hatten sich 
dann im Filtrat und zwar an den Wandungen des Becher- 
glases makroskopische Krystalle abgesetzt, von denen nach 
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zweitigigen Stehen abfiltriert wurde. Das Filtrat ergab nach 
Abdestillation der Hilfte des Methylalkohols eine zweite, 
jedoch weniger reine Krystallisation (1,6 g), sie wurde wie die 
erste (2,4 g) sulfatfrei gewaschen, im Vakuum und bei 45° ge- 
trocknet. Die Priiparate erwiesen sich aber als nur unvoll- 
stiindig methyliert: 

6,6 mg Substanz (110°) gaben 0,00152 mg AgJ = 1,48 °/, CHs, 
6,48mg » (110° ,, 0,001483 mg AgJ = 1,41°/, CH,, 
konnten aber in monomethyliertes Hiimin tiberfiihrt werden. 
Dazu wurden 0,5 g in einem Gemisch von 60 com 92°/, igen 
Methylalkohols und 30 ccm 100°/,iger Ameisensiiure gelést, 
von dem ganz geringen Riickstand filtriert und das Filtrat 
12 Stunden lang am RiickfluBkiihler im gelinden Sieden er- 
halten, worauf die Hialfte des Alkohols abdestilliert wurde. 
Nach dreitiigigem Stehen hatte sich dann das Hiimin als blau- 
schwarzes Pulver niedergeschlagen und zwar in Form sechs- 
eckiger Blittchen neben Prismen und Rhomben (Ausbeute 
0,35 g). Das Priparat war nunmehr erst in warmer 5°/, iger 
Soda léslich, ferner in Methyliithylketon, EKisessig und in 
angesiuertem Methylalkohol, wihrend der Alkohol allein nicht 
dste, wonach das Himin als ein Pseudohimin anzusprechen 
ist. Chloroform und Aceton listen es nicht, wohl aber Pyridin, 
Anilin, Benzonitril und warmer Methylalkohol. Hierdurch und 
durch die Leichtverseifbarkeit in heiBber Sodalésung unter- 
scheidet es sich scharf von dem nach den Angaben von 
Partos bereiteten isomeren Stoff, denn die Analysen erweisen 
auch hier das Vorliegen eines Monomethyl-formyl-hydroxy- 

himins. 
11,03 mg Substanz (110°) gaben 0,02579 mg CO,, 0,00534 mg H,O 
und 0,00129 mg Fe,O,. 


11,4 mg Substanz (110°) gaben 0,86 cem N bei 16° und 739 B. 
0,2060 ¢ 


0,1031 ¢ ‘ » kein AgCl und 0,01226 g Fe,0, 
(Carius). 
4,73 mg - » 09,0015 mg AgJ (Zeisel). 


C,,H,,0,N,FeO.COH 
Ber. 63,98°/, C 5,23°/, H 8,8°/,N 8,27°/, Fe 2,22°/, CH, 6,82°/, HCOOH 
Gef. 63,79 5,42 8,38 8,18 2,02 7,0 
8,31 














“ (110°) ,, 0,1489g HgCl (Ameisensdurebstmeg. ) 
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Nach zweistiindiger Behandlung mit 5°/,iger Sodalésung 
im stedenden Wasserbade war fast vollstindige Verseifung ein- 
getreten. Das durch Zusatz von Essigsiure gefallte Himin 
léste sich bereits in 5°/,iger Soda bei Zimmertemperatur und 
enthielt nur noch 0,88°/, CH,. 

10,2 mg Substanz (110°) gaben 0,0014 ¢ AgJ. 

Die Leittihigkeit dieses w-Monomethyl-formyl-hydroxy- 
hiimins wurde in einer Lésung von Benzonitril bestimmt, dessen 
Leitfahigkeit sich = 7,810~* ergeben hatte. Dieser Wert 
wurde jeweils von dem fiir das Hiimin gefundenen abgezogen. 
Die Stammlésung wurde aus 0,05 g des Hiimins und 20 ccm 
Benzonitril bereitet. Die Widerstandskapazitiit des LeitgefiBes 











wurde == 0.35616 bestimmt bei 25° 
Verdiinnung 1: 400 1: 800 1: 1600 1: 3200 
sofort 6,1-107¢ 4,4-1077 $,.2-10—? 2,8-10—7 
nach 3 Stdn. 6,4 4,2 3,9 2,8 
~ 3 6 11,6 7,8 4.9 3,6 
i oe 215 14,5 11,6 ‘1 
~~ | 26,4 20,6 23,6 10,0 








C. 1. Die Darstellung von «-(Aceton)-Formyl-hydroxyhimin 
erfolete aus demselben Blut alter Kiihe, aus dem das unter A 
heschriebene f#-Methyl-formyl-hydroxyhimin dargestellt worden 
war. Verarbeitet wurde die 3 Litern Blut entsprechende Menge 
des nahezu chlorfrei gewaschenen Coagulums (1140 g) mit 
2 Litern Aceton und 95 ccm 90 °/, iger Ameisensiure. Dieser 
ersten Extraktion muBte aber eine zweite folgen, die mit den- 
selben Mengen der lésenden Mittel wihrend zweier Stunden 
bei Zimmertemperatur ausgefiihrt wurde, da der nach der 
ersten Behandlung restierende PreBkuchen noch rotbraun 
gefirbt war. Nach der zweiten wies er rétlichgraue Farbung 


auf. Aus den vereinigten Filtraten und PreBsiften (8500 ccm) 


setzte sich iiber Nacht ein dichter metallisch glinzender Nieder- 
schlag ab, der abfiltriert, gewaschen im Vakuum und bei 45° 
vetrocknet und mit Ather extrahiert wurde. Die Mutterlaugen 
lieferten nach Abdestillation der Halfte des Acetons eine zweite 
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Krystallisation. Im ganzen wurden 2,6 g, also nur 0,86 ¢ 
pro Liter Blut erhalten. Das Hamin lést sich nicht in 5 °/, iger 
Bicarbonatlésung, in 5 °/, iger Sodalésung erst beim Erwirmen, 
in 0,1°/,iger Kalilauge schon bei Zimmertemperatur, wenig 
léslich ist es in Pyridin, warmem Anilin und Kisessig; in 
Chloroform, Alkoholen, Methylithylketon, Aceton, Benzonitril 
ist es unléslich, Da es sich auch in angesiuertem Methyl- 
alkohol und Aceton nur wenig lést, ist es als ein echtes Himin 
anzusprechen. Ks krystallisiert in Nadeln, die oft zu Drusen 
vereinigt sind, doch wurden auch Teichmannsche Krystalle 
beobachtet. Das Praparat enthielt denn auch noch 0,75 °/, 
Chlor, entsprechend nur 5,7 °/, Ameisensiiure. 

0,1489 g Substanz gaben 0,0045 g AgCl u. 0,0177 g Fe,O, (Carius). 

0,372 g a » 09,2166 g HgCl. 

C,,H,.0,N,FeO-COH Ber. — %, Cl 8,44°/, Fe 6,95 °/, HCOOH 

Gfom , af . 8 

Die Abspaltung des Chlors gelang hier wiederum unter 
ihnlichen Bedingungen wie unter A beschrieben, wihrend das 
Formyl nicht angegriffen wird. 

Aus 0,3 g der Substanz wurden bei 3 stiindigem Schiitteln 
mit 40 com 5°/, iger Sodalésung eine 0,00936 g AgCl ent- 
sprechende Menge Chlor abgespalten = 0,7 °/, Chlor. 

Der aus der kolloiden alkalischen Lisung durch Salpeter- 
siure gefallte Stoff erwies sich dann zum kleinen Teil in an- 
gesiuertem Alkohol léslich, der hier verbleibende Riickstand 
diirfte nach allem aus «-Formyl-hydroxy-himin bestehen. 

Bei der Einwirkung von der aus 2 ccm Nitrosomethy]- 
urethan entwickelten Diazomethanmenge auf 0,5 g des Hiimins, 
suspendiert in 30 ccm Aceton, gingen nur Spuren in Lisung, 
das nicht geléste Himin erwies sich als unveriindert. Erst als 
ein etwas gréferer Uberschu8 von Diazomethan zur Kinwirkung 
gelangte, gingen von 1,535 g des eingesetzten Himins 0,09 ¢g 
in Lésung (etwa 6°/,), die sich als monomethyliert erwiesen. 

7,33 mg Substanz (110°) gaben 0,00272 mg AgJ = 2,37 °/, CH. 

Ks konnte nunmehr erwartet werden, daf jetzt dasselbe 
Hiimin vorliegen wiirde, das nach dem Verfahren von Partos 
erhalten wird, und in der Tat zeigte das Priiparat fast voll- 
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stindige Unldéslichkeit in Pyridin und Anilin, wie auch in 
Ketonen und Alkoholen, sowie in warmer Sodalésung, aller- 
dings konnte es nicht krystallisiert erhalten werden. 

C. 2. Die Gewinnung des #-Formyl-hydroxyhimins er- 
folgte aus dem Blut einer 2jahrigen Kuh. Zur Verarbeitung 
kam der nicht ganz chlorfrei gewaschene Blutkuchen aus einem 
Liter Blut (410 g), die Extraktion wurde durch 600 ccm reines 
Aceton und 16 ccm 50°/, iger Schwefelsiure bewirkt und der 
restierende PreBkuchen ein zweites Mal mit 400 ccm Aceton 
und 10 ccm Schwefelsiure behandelt, wonach sich der Farbstoft 
als vollig herausgelést erwies. 

Die vereinigten Prebsifte und Filtrate (800 ccm) wurden 
in der Siedehitze mit 30 ccm 90 °/, iger Ameisensiure, die mit 
Natriumformiat gesittigt war, versetzt und 4 Stunden im Sieden 
erhalten. Vom ausgefallenen Natriumsulfat wurde abfiltriert 
und das Filtrat einen Tag stehen gelassen. Es hatten sich 
dann schwarzblaue, prachtvoll glinzende Krystalle abgeschieden. 
Kine zweite Krystallisation fand nach dem Einengen der 
Mutterlauge auf die Halfte des Volumens nicht mehr statt. 
Die Ausbeute betrug 2,1 g (nach der Atherextraktion), das 
mikroskopische Bild zeigte lange, feine Nadeln, oft zu Drusen 
vereint, daneben Krystalle in den Teichmannschen Formen, 
das Praparat léste sich leicht in 5°/,iger Natriumbicarbonat- 
lésung, stellte also die 8-Form vor. Leider enthielt das 
Priiparat noch 3,04°/, Chlor neben 8,20°/, Kisen (0,1306 g 
Substanz gaben 0,016 g AgCl und 0,0153 g Fe,0,-(Carius)), 
so daB es zu 60°/, aus @-Chlorhimin bestand. Der mit ihm 
durchgefiihrte Methylierungsversuch mittelst Diazomethan be- 
weist aber doch die gréBere Zugiinglichkeit des einen Carboxyls 
gegeniiber der im q@-T'ypus. 

0,5 g wurden in 50 ccm Aceton suspendiert und das aus 
2ccm Nitrosomethylurethan entwickelte Diazomethan in die 
Suspension eingefiihrt. Unter lebhafter Gasentwicklung gingen 
hierbei 0,0681 g, also 13,5°/, des eingesetzten Hamins in 
Lésung und erwiesen sich als monomethyliert: 

6,03 mg Substanz (110°) gaben 0,00246 mg AgJ = 2,6 °/, CH;. 

Eine Krystallform konnte an diesem Teil nicht beobachtet 
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werden, der andere, nicht geléste Teil war unverindert ge- 
blieben. 

Bei der Hersteilung eines zweiten Praparates von $-Formyl- 
hydroxyhiimin aus Kuhblut wurde irrtiimlicherweise ein Aceton 
verwendet, das kleine Mengen von Methylalkohol enthielt. Der 
Erfolg war, daB sich ein monomethyliertes #-Formyl-hydroxy- 
himin gebildet hatte. Das Priparat krystallisierte nur un- 
deutlich, zeigte aber in den Léslichkeitsverhiltnissen weit- 
gehende Ahnlichkeit mit dem unter B beschriebenen, abgesehen 
davon, daB es in angesiuertem Alkohol nur ein wenig loslich 
war. Es diirfte also zum groBen Teil aus echtem Hamin be- 
stehen. Bemerkenswert ist die groBe Menge von Cholesterin, 
die dem Farbstoff!) anhafteten. Verarbeitet wurden 1140 g des 
Coagulums zuerst mit 1800 ccm Aceton und 50 cem 50 °/, iger 
Schwefelsiure, denn mit 1200 ccm Aceton und 35 ccm der Siure. 
Die dunkelroten Filtrate und PreBsifte (2800 ccm) wurden siedend 
mit 90 ccm 90°/, iger Ameisensiure versetzt, die mit Natrium- 
formiat gesittigt war, und das Gemisch 4 Stunden im Sieden 
erhalten, wonach von ausgefallenem Natriumsulfat abfiltriert 
wurde. Aus dem Filtrat setzten sich bei eintaigigem Stehen 
12,2 g eines voluminésen Krystallschlammes ab, der nach dem 
Auswaschen und Trocknen an Ather 5,4 g¢ abgab. Die Aus- 
beute betrug also pro Liter nur etwa 2,3 ¢ Himin, das sich 
in Pyridin, Anilin und 0,1°/,iger warmer Kalilauge liste. 
Entsprechend seiner Unldéslichkeit in 5°/,igem Soda war es 
monomethyliert (1,69°/, CH,), der Chlorgehalt betrug 1,28 °/,. 

5,675 mg Substanz (110°) gaben 1,503 mg AgJ. 

0,1651 g a (110°) ,, 0,0086 g AgCl und 0,0198 g Fe,0, 
(= 8,38 °/, Fe). 


Stuttgart, am 18. Mai 1923. 





") Dasselbe Blut wurde auf §-Methyl-Rhodanhimin verarbeitet, 
wobei die gleiche Beobachtung gemacht wurde. 
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Weiterer Beitrag zur Frage der Konstitution der Proteine. 
Untersuchungen iiber den Aufbau des Seidenfibroins. 


Von 


Emil Abderhalden und Walter Stix. 


Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft zur Forderung der Wissenschaften. ) 
(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Mai 1923.) 


Der eine yon uns (A.)}) hat zur Aufklirung der Struktur 
von Polypeptiden die Kuppelung mit Verbindungen, die sich 
an NH,-Gruppen ansetzen, jedoch nicht an die NH-Gruppe der 
siiureamidartigen Verkettung (...CO.NH...), verwendet, um 
zu erfahren, welcher Baustein des Polypeptids die freie Amino- 
cruppe trigt. Dadurch verringert sich die Zahl der in Frage 
kommenden isomeren Verbindungen ganz wesentlich. Haben 
wir z. B. die Aminosiiuren Glykokoll, d-Alanin und 1-Tyrosin 
zu einem Tripeptid vereinigt, dann kommen an und fir sich 
sechs isomere Verbindungen in Frage, wenn wir einzig und 
allein an Verschiedenheiten in der Anordnung dieser drei Bau- 
steine denken. Wird jedoch festgestellt, daB z. B. dem d-Alanin 
die freie Aminogruppe zukommt, dann bleiben nur noch zwei 
isomere Verbindungen iibrig, in denen die Reihenfolge der An- 
ordnung der genannten Bausteine verschieden ist. Uns inte- 
ressierte die Frage, ob es gelingt, in einem Pepton in ent- 
sprechender Weise jene EKiweiBbausteine zu charakterisieren, 
die eine freie Aminogruppe tragen und von jenen zu scheiden, 
deren entsprechende Gruppe verankert ist. Wir wihlten als 
Modell Pepton aus Seidenfibroin und zwar deshalb, weil dieses 





*) Emil Abderhalden, Lehrbuch der physiol. Chemie. 5. Aufl. 
Bd. 1, S. 370 (1923); hier findet sich die Literatur angegeben. 
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Protein im wesentlichen nur die Bausteine Glykokoll, d-Alanin, 
1-Serin und 1-Tyrosin enthilt. Es haben bereits Emil Ab- 
derhalden und Casimir Funk?) Seidenpepton mit Naphtha- 
linsulfochlorid gekuppelt. Eine Isolierung von Kuppelungs- 
produkten gelang nach erfolgter Hydrolyse auf direktem Wege 
nicht. Zur Trennung von solchen wurde dann die Estermethode 
verwendet. Es konnten d-Alanin und 1-Tyrosin in gekuppeltem 
Zustand nachgewiesen werden, und zwar lieB sich zeigen, dah 
die letztere Aminosiure die #-Naphthalinsulfogruppe an der 
OH-Gruppe enthielt. Glykokoll wurde in nicht gekuppeltem 
Zustand festgestellt. 

Wir haben uns bei der vorliegenden Arbeit nicht nur 
die Aufgabe gestellt, anhand eines méglichst wenig weit ab- 
gebauten Peptons die Frage zu entscheiden, ob bestimmte 
Aminosiiuren und welche mit ihrer NH,-Gruppe in die CO- 
Gruppe eines anderen EiweiBbausteins eingreifen und welche 
eine freie Aminogruppe tragen, um so einen allgemeinen Uber- 
blick tiber die Anordnung der EiweiBbausteine im Seidenfibroin 
zu erhalten, vielmehr wollten wir auch gekuppelte Produkte, 
in denen mehrere Aminosiuren enthalten waren, in reinem 
Zustand abtrennen mit der Absicht, das Gemisch von Abbau- 
stufen, das im Pepton reprisentiert ist, in seine Anteile zu 
trennen. Hs liebe sich das Problem der Struktur der Proteine 
und in unserem Falle dasjenige des Aufbaus des Seidenfibroins 
wesentlich vereinfachen, wenn bestimmte Komplexe wiederkehren 
wiirden. Vielleicht sind mehrere solcher in noch unbekannter 
Weise verkniipft. Wir kénnten dann solche gréfSere ,,Bausteine“ 
neben den einfachsten Bausteinen als charakteristisch fiir be- 
stimmte Proteinarten bezeichnen. 

Die Darstellung des Seidenpeptons erfolgte in gewohnter 
Weise durch Einwirkenlassen von 70°/, iger Schwefelsiure bei 
Zimmertemperatur auf Seidenfibroin. Die Hydrolyse wurde 
héchstens zwei Tage durchgefiihrt. Das so erhaltene Pepton 
hatte bei einem Gesamtstickstoffgehalt von 17,78°/, 4,99°/, N 





1) Emil Abderhalden nnd Casimir Funk, Diese Zs. Bd. 64, 
S. 436 (1910). 
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in Form von Aminostickstoff. Zur Kuppelung verwendeten wir 
2,4-Dinitrochlorbenzol, das wir der Giite der Direktion 
der Badischen Anilin- und Sodafabrik verdanken. Der eine von 
uns hatte dieses Produkt gemeinsam mit Blumberg?) bereits 
zur Darstellung von Derivaten von Aminosduren mit Erfolg an- 
gewandt. Wir wahlten 2,4-Dinitrochlorbenzol vor allem deshalb, 
weil es sich gezeigt hatte, daB die Kuppelungsprodukte nur 
sehr schwer spaltbar sind. Wir durften deshalb erwarten, dab 
bei der Hydrolyse der mit ihm gekuppelten, aus mehreren 
KiweiBbausteinen bestehenden Produkte, jene davon, die sich 
mit dem Reagens verbunden hatten, nicht in freier Form, 
sondern als Derivat zum Vorschein kamen. Die Erfahrung 
zeigte, daB diese Annahme richtig war. 

Die Kuppelung mit 2,4-Dinitrochlorbenzol wurde in der 
sleichen Weise vorgenommen, wie es in der erwaihnten Arbeit 
geschildert worden ist. Ks wurde das Pepton in wenig Wasser 
gelist und soviel Dinitrochlorbenzol in alkoholischer Liésung 
zugegeben, als zur Bindung der durch Formoltitration fest- 
gestellten NH,-Gruppen erforderlich war. Wir waren uns dabei 
wohl bewuBt, daB die angewandte Bestimmungsart (Sérensen) 
der freien Aminogruppen bei Verwendung von Peptonen nur zu 
annihernden Werten fihren kann. Zur Neutralisation der beim 
Kondensationsvorgang frei werdenden Salzsaéure verwandten wir 
Natriumbikarbonat in der berechneten Menge. 

Die Verarbeitung des gekuppelten Produktes erfolgte zu- 
nichst, wie folgt: Es wurde 6—8 Stunden mit 20°/, iger Salz- 
siure am RiickfluBkihler gekocht. Das Hydrolysat muBte dann 
freie Aminosiuren und ferner die mit der Dinitrophenylgruppe 
versehenen enthalten. Zur Trennung beider Arten von Amino- 
siuren veresterten wir in gewohnter Weise unter Zugabe von 
Alkohol und Kinleiten trockener, gasférmiger Salzsiure. Im 
Riickstand, der nach dem Verdampfen der alkoholischen Lésung 
verblieb, waren zu erwarten: 1. salzsaure Ester von Amino- 
siuren und 2. Ester von Aminosiuren, die gekuppelt waren 


1) Emil Abderhalden und Paul Blumberg, Diese Zs. Bd. 65, 
S. 318 (1910). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIX. 10 
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(freie Dinitrophenylaminosaureester). Wahrend die salzsauren 
Ester sich in Ather nicht lésen, war zu erwarten, daB dic 
freien Kster in diesen iibergehen. Nach Entfernung der freien 
Ester wurden dann die salzsauren Ester in Freiheit gesetzt 
und in bekannter Weise durch fraktionierte Destillation ge- 
trennt. Erwihnt sei, daB man auch versuchen kénnte, die 
salzsauren Ester von den freien Dinitrophenylaminosaureestern 
dadurch zu trennen, daB man unter stark vermindertem Druck 
destilliert. 

Bei der Ausfiihrung des im vorliegenden dargestellten 
Planes stieBen wir auf Schwierigkeiten. Die Menge der salz- 
sauren Aminosiureester, d. h. der aus diesen nach Infreiheit- 
setzung der Kster und erfolgter Verseifung gewinnbaren Amino- 
siuren war gering. Wichtig ist, daB Tyrosin sich nur im 
gekuppeltem Zustand nachweisen lieB. Es erinnert dies an 
die friiher gemachte Beobachtung,') wonach Seidenpepton, das 
mit Naphthalinsulfochlorid gekuppelt wird, bei der Hydrolyse 
Tyrosin liefert, das eine Naphthalinsulfogruppe trigt, und zwar 
sitzt diese nicht an der Aminogruppe, vielmehr an der OH- 
Gruppe. Wir konnten einstweilen noch nicht entscheiden, ol) 
bei der Kuppelung mit Dinitrochlorbenzol die OH-Gruppe im 
Tyrosin besetzt ist. Der Ausfall der Millon schen Reaktion ist 
nicht entscheidend, wenigstens spricht vieles dafiir, daB auch 
dann, wenn die Aminogruppe besetzt wird und die OH-Gruppe 
frei bleibt, die Rotfarbung mit Millons Reagens ausbleibt. 

Wir hatten nun zuniichst auf die Méglichkeit, daB Tyrosin 
mit seiner OH-Gruppe Dinitrochlorbenzol binden konnte, keine 
Riicksicht genommen. Es erschien uns das jedoch geboten, 
weil sonst unter Umstiinden zu wenig Reagens vorhanden war, 
um die freien NH,-Gruppen zu binden. Es kénnten unter diesen 
Umstiinden Aminosiuren als mit jener Gruppe nicht verankert 
erscheinen, weil sie bei der Kuppelung nicht besetzt worden 
sind. Von diesen Uberlegungen ausgehend, machten wir bei 
Verwendung eines groBen Uberschusses an Dinitrochlorbenzol 
die wichtige Beobachtung, daB der gréBte Teil davon verbraucht 


') Emil Abderhalden und Kasimir Funk, Le. 
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wurde. Ks konnte nach erfolgter Kuppelung nur ein kleiner 
‘Teil davon mittels Wasserdampies iibergetrieben und nach- 
vewiesen werden. Wir haben die gleiche Feststellung immer 
wieder gemacht. 

Ks war nun festzustellen, wie der groBe Verbrauch an 
Dinitrochlorbenzol zu erklaren ist. Wir kennen bis jetzt im 
ItiweiB die sdureamidartige Verkuppelung von Aminosiuren, wie 
Kimil Fischer sie in den Polypeptiden synthetisch realisiert 
hat. Ferner finden sich in Kiwei8 Diketopiperazine. Endlich 
kommen ohne Zweifel auch andere anhydridartige Verkniipfungen 
vor. Unsere niichste Aufgabe war, zu priifen, ob die NH-Gruppe 
in der Bindung ... NH—-OC ..., wie sie in einer offenen Poly- 
peptidkette immer wiederkehrt, sich mit unserem Reagens 
kuppeln libt. Wir gingen von Modellen aus und versuchten 
|-Leucyl-glycin mit Dinitrochlorbenzol zu verbinden. Es wurde, 
wie zu erwarten war, ein Molekiil des Reagenzes von der freien 
Aminogruppe des Leucins gebunden. Die NH-Gruppe blieb 
unbesetzt. 

Wirgingen nunmehr dazu iiber, Diketopiperazine mit Dinitro- 
chlorbenzol zu kuppeln. Es zeigte sich, daB in der Tat Deri- 
vate erhalten werden. Sie zeigen leider nicht immer gute 
Kigenschaften. Versuche, die Bedingungen, unter denen die 
Kuppelung vollzogen wird, geeigneter zu gestalten, fiihrten vor- 
iaufig zu keinen besseren Ergebnissen. Glycinanhydrid lieferte 
his jetzt nur ein dliges Kuppelungsprodukt. Vom Leucyl-glycin- 
anhydrid gelang es uns einen festen, umkrystallisierbaren Kérper 
zu gewinnen. Seine Analyse zeigt, daB zwei Molekiile Dinitro- 
chlorbenzol mit einem Molekiil des Diketopiperazins sich ver- 
einigt haben. Es ist am wahrscheinlichsten, daB die NH-Gruppen 
hesetzt worden sind. 

Die genauere Analyse der ganzen Vorgiinge ergab, daB 
die Reaktion zwischen Dinitrochlorbenzol und Aminosauren, 
Polypeptiden und Diketopiperazinen nicht im gleichen Sinne 
verliuft. Das erschwert die Deutung der gewonnenen Ergeb- 
nisse. Wir werden deshalb versuchen, andere Verbindungen zur 
Kuppelung heranzuziehen. Kuppelt man Aminosaiuren mit 


Dinitrochlorbenzol, dann tritt das Chlor mit dem Wasserstoff 
10 





148 Emil Abderhalden und Walter Stix, 


der NH,-Gruppe aus. Man erhalt eine Dinitrophenylverbiudung. 
Das gleiche gilt fiir die Ester der Aminosiuren und die gekuppel- 
ten Polypeptide. Die gekuppelten Diketopiperazine ergaben je- 
doch Analysenresultate, die nicht mit den entsprechenden 
Dinitrophenylverbindungen in Einklang stehen. Ks ist nun 
bekannt, daB Dinitrochlorbenzol in verschiedener Weise reagieren 
kann. Das Chloratom ist leicht beweglich. Es liBt sich durch 
Kochen ait Alkali durch die Hydroxylgruppe ersetzen. Verwen- 
det man Ammoniak, dann tritt eine Aminogruppe ein. Beim Er- 
wirmen mit Natriumathylat wird dagegen nicht das Chloratom, 
sondern eine Nitrogruppe ersetzt. 

Wir haben die Verainderungen des Dinitrochlorbenzols unter 
verschiedenen Bedingungen studiert und gefunden, dab es beim 
Kochen mit Ammoniak in eine andere Modifikation tibergehen 
kann. Es zeigt sich das am verinderten Schmelzpunkt bei 
gleichbleibender elementarer Zusammensetzung. Verliert das 
Dinitrochlorbenzol eine Nitrogruppe, dann erhilt man eine 
Verbindung, deren N-Gehalt auf Mononitrochlorbenzol hindeutet. 
(teht die Cl-Gruppe verloren, dann gelangt man zu einer Ver- 
bindung, die nicht das zu erwartende Dinitrobenzol darstellt 

Bei der Kuppelung von Leucyl-glycinanhydrid erhilt man 
Derivate, die am besten in den Analysenergebnissen mit einem 
Mononitrophenylprodukt iibereinstimmen. Die Annahme, dab 
wahrend der Einwirkung von Dinitrochlorbenzol auf die er- 
wihnte Verbindung eine Nitrogruppe verloren geht, erhilt da- 
durch eine Stiitze, daB es gelang, Mononitrochlorbenzol als 
Nebenprodukt zu isolieren. Da nun bei der Gewinnung der 
Kuppelungsprodukte verschiedene Operationen notwendig sind, 
bis man sie in reinem Zustand hat, dachten wir an die Még- 
lichkeit, daB das beobachtete verschiedene Verhalten, je nachdem 
man Aminosduren oder aber Diketopiperazine mit Dinitro- 
chlorbenzol kuppelt, auf der Art der Gewinnung der Derivate 
beruhen kénnte. Um diese Méglichkeit zu priifen, behandelten 
wir Dinitrophenylglycinester in ahnlicher Weise. Er wurde 
3mal aus Kisessig umkrystallisiert und dabei jedesmal lingere 
Zeit gekocht. Es trat keine Verainderung ein. 

Kehren wir zu der interssanten Feststellung zuriick, daf 
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der Aminostickstoff in einer offenen Polypeptidkette unter den 
gewahlten Bedingungen mit Dinitrochlorbenzol (und iibrigens 
auch mit anderen Verbindungen, wie Naphthalinsulfochlorid usw.) 
nicht reagiert, wahrend er im Diketopiperazinring gebunden 
wird. Diese Beobachtung erscheint uns sehr bemerkenswert. 
Sie steht sicherlich mit der ganzen Struktur der Diketo- 
piperazine in Zusammenhang. Hs kénnte sein, daB nicht die 
Bindung .NH—CO.. vorliegt, sondern ..N=C-OH. Es wird 
jedes einzelne Anhydrid fiir sich zu studieren sein, denn es 
ist nicht ausgeschlossen, daB je nach der Art ihrer Bausteine 
und ihrer Gewinnung verschiedene stereomere Verbindungen 
entstehen.’) 

Wir sind der Frage nachgegangen, ob beim Kuppeln von 
Diketopiperazinen mit Dinitrochlorbenzol 2 Molekiile davon mit 
einem Molekiil des Anhydrides reagieren oder nur ein solches. 
Zunichst konnte gezeigt werden, daB bei Anwendung von 
2 Molekiilen Dinitrochlorbenzol weit mehr als 1 Molekiil ge- 
bunden wird. Leider verliuft die Reaktion nicht quantitativ. 
Ferner miiBte dann, wenn nur eine NH-Gruppe besetzt wiirde, 
bei der Aufsprengung und Hydrolyse des Anhydrides neben 
einer Aminosaure, die eine Di- bzw. Mononitrophenylgruppe 
tragt, eine freie Aminosiure nachweisbar sein. Der direkte 
Versuch ergab keinen Anhaltspunkt fiir diese Annahme. Es 
werden offenbar 2 Molekiile Dinitrochlorbenzol gebunden. 

Um dem EKinwande zu begegnen, daB beim Kuppeln von 
Pepton mit Dinitrochlorbenzol in alkalischer, waBriger Losung 
sekundare Vorgiinge eine Rolle spielen kénnten, haben wir das 
Seidenpepton mit Methylalkohol in gewohnter Weise verestert. 
Ks wurden dann die Ester bzw. die Esterchlorhydrate in 
alkoholischer Lésung mit dem Dinitrochlorbenzol zur Reaktion 
sebracht. Das zum Abfangen der gebildeten Salzsdéure zu- 
gesetzte Bikarbonat beeinfluBte das Reaktionsgemisch nicht im 
Sinne des Auftretens einer alkalischen Reaktion. Beim Auf- 
arbeiten des so gekuppelten Peptons konnte ein krystallinischer 


') Vgl. hierzu auch P. Karrer, Ch. Granacher wu. A. Schlosser, 
Helvet. chim. acta Bd. 5, S. 139 (1922), 
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Kérper von einheitlichem Aussehen gewonnen werden. Kr 
zeigt einen hohen Stickstoffgehalt. Kerner konnten durcl) 
Destillation im Hochvakuum verschiedene Produkte abgetrennt 
werden. Die Untersuchung wird fortgesetzt. Hinzugefiigt sei, 
daB in allerdings geringer Ausbeute ein Kupplungsprodukt 
isoliert werden konnte, das Glykokoll und d-Alanin gebunden 
enthilt. Ks lag ohne Zweifel ein Derivat des Dipeptids Glycyl- 
d-alanin bzw. d-Alanyl-glycin vor. 

Als wichtigstes Ergebnis unserer Untersuchung heben wir 
hervor, daB Seidenpepton weit mehr Dinitrochlorbenzol fest- 
zulegen vermag, ils den freien NH,-Gruppen entspricht. Alle 
unsere Beobachtungen sprechen dafiir, daB im Seidenpepton 
und sicherlich auch im Ausgangsmaterial, dem Seidenfibroin, 
nicht nur offene Polypeptidketten vorhanden sind, vielmehr be- 
steht nach allen vorliegenden Erfahrungen das Molekiil des 
Seidentibroins im wesentlichen aus Anhydriden und zwar spielen 
Diketopiperazine am Aufbau des genannten Proteins eine 
groBe Rolle.') 


Experimenteller Teil. 

Dinitrophenylalaninester. Er wird durch Verestern 
des Dinitrophenylalanins erhalten. Man dampft die Loésung 
im Vakuum ein. Ks hinterbleibt ein dunkler Sirup. Dieser 
wird mit Ather aufgenommen und dieser bei gewdhnlicher 
Temperatur verdunstet. Man erhalt so gelbe Krystalldrusen. 
Der Ester ist in kaltem Wasser sehr schwer léslich, leichter 
in heiBem. In Alkohol, Ather usw. gut léslich. Schmelzp. 60°. 

0,1308 g Substanz gaben 0,2240 g CO,, 0,0561 g H,0O. 


0,0996 g ™ » 12,3 cem N, 169, 763 mm. 
Ber. 46,64 °/, C 4,60 °/, H 14,84 /, N 
Gef. 46,71 ,, 4,76, 1445 


Dinitrophenyltyrosin. Die Kondensation erfolgt in 
der itiblichen Weise. Beim Ansiuern des alkalischen Reaktions- 
gemisches fallt ein Ol aus. Man laBt dieses absitzen, giebt 
das Wasser vollstindig ab und lést nun im Methylalkohol. 





') Vgl. hierzu auch Emil Abderhalden, Diese Zs. Bd. 128, 
S. 119 (1923). 
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Die Loésung wird mit gegliihtem Natriumsulfat getrocknet und 
dann im Vakuum bei ungefahr 50° zur 'T'rockne verdampft. 
Ks hinterbleibt ein gelber, amorpher Korper. Millon sche 
Reaktion negativ. Die Verbindung ist in kaltem Wasser un- 
léslich, loslich in heiBem. Leicht léslich in allen organischen 
Lésungsmitteln. Schmelzp. 57°. 

0,1025 g Substanz gaben 11,1 cem N, 750 mm, 16°, 

Ber. 12,10°/, N 
Gef. 12,41 ia 

Dinitropbenyltyrosinester. Kr wird durch Verestern 
der zuletzt aufgefiihrten Substanz erhalten. Dunkler Sirup, 
der durch Lésen in wenig Chloroform und Verreiben mit 
Petrolather in eine feste gelbe, amorphe Substanz verwandelt 
wird, Die Léslichkeitsverhiltnisse sind die gleichen, wie bei 
den oben angefiihrten Verbindungen. Schmelzp. 46°. 

0,1122 ¢ Substanz gaben 11,2 eem N, 753 mm, 16°, 

Ber. 11,20°/, N 
Gef, 11.48 “ 

Dinitrophenylacetyltyrosin. Ks wird durch ein- 
stiindiges Kochen der vorletzten Verbindung mit Essigsaure- 
anhydrid unter Zusatz von Natriumacetat erhalten. Krystalli- 
siert beim Erkalten in farblosen Nadeln. Man wischt ganz 
wenig mit HKisessig aus und trocknet dann im Exsiccator iiber 
Atznatron. Bei Berithrung mit Wasser wird die Substanz 
sofort délig. Léslich in allen organischen Lésungsmitteln. 
Schmelzp. 106°. 

0,1815 g Substanz gaben 12,6 com N, 746 mm, 17°. 

Ber. 10,80 °/, N 
Gef. 10,86 ‘ 

Kondensationsprodukt von Tyrosin mit zwei Di- 
nitrophenylresten. 1 g Tyrosin wird mit 2,2 g Dinitrochlor- 
benzol zur Reaktion gebracht. Zur Neutralisierung wird 1 g Na- 
triumbikarbonat verwendet. Nach dreistiindiger Kinwirkung wird 
die klare Lésung eingedampft und der Riickstand mit Wasser 
aufgenommen. Man filtriert das Unlésliche ab und sauert das 
Kiltrat an. Der ausgeschiedene Niederschlag wird aus Methyl- 
alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 84°. 
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0,1082 g Substanz gaben 13,4 cem N, 738 mm, 15°. 
C,H,(NO,),—0C,H,-CH,-CH-COOH Ber. 13,65 °/, N 
| 

NH.-C,H,(NO,), 
Gef. 14,00 P 
Wenn man bei der Reaktion zum Abstumpfen der ent- 
stehenden Salzsiure Ammoniak verwendet, so kann man einen 
Kérper mit einem Stickstoffgehalt von 11,99°/, isolieren. 
Schmelzp. 104°. Kine Verbindung von der Zusammensetzung 


C,H,NO,—OC,H,-CH,-CH-COOH 
| 
NH-C,H,(NO,), 


in der also 1 Molekiil Tyrosin mit einem Dinitrophenyl- und 
einem Mononitrophenylrest zusammengetreten wire, erforderte 
11,97 °/, N. 

Wird Dinitrochlorbenzol in Alkohol gelést und dann mit 
einer gesittigten Bicarbonatlésung 2 Stunden lang gekocht, 
so scheiden sich nach dem Erkalten Krystalle von gelber Farbe 
aus. Diese werden abgesaugt und mit Wasser ausgewaschen. 
Kis bleibt eine farblose Substanz zuriick. Diese besteht auBer- 
lich aus 2 Anteilen, feinen Blattchen und gréBeren Brocken. 
Der Schmelzpunkt ist fiir beide 80—81° Die Substanz ist 
chlorfrei, in Wasser schwer léslich, desgleichen in Alkali; es 
kann somit kein Nitrophenol vorliegen. 

0,1003 ¢ Substanz (Blattchen) gaben 12,25 ecm N, 747 mm, 22°. 

0,0974 g a (grobe Aggregate) gaben 11,7 ccm N, 737 mm, 18”. 

Gef. 13,39 und 13,54°/, N 

Dinitrobenzol enthalt 16,67°/, N. 


Dinitrochlorbenzol wird in alkoholischer Lésung mit wenig 
Ammoniak gekocht. Die Lésung farbt sich zuerst griin, 
wird aber bald darauf gelb. Nach dreistiindiger Kinwirkung 
14Bt man erkalten. Es scheiden sich Krystallnadeln und dann 
grébere Aggregate aus. Man trennt diese beiden Anteile und 
saugt sie ab. Die langen Nadeln schmelzen bei 64°; sie ent- 
halten Chlor. 

) 0,0466 g Substanz gaben 3,85 cem N, 757 mm, 22°, 
C,H,CINO, Ber. 8,89°/, N 
Gef. 9,28 
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Die gréberen Aggregate enthalten auch Chlor und 
schmelzen bei 49°, das ist der Schmelzpunkt des Ausgangs- 
produktes. Wird das Filtrat, das beim Absaugen der beiden 
Niederschlige erhalten worden ist, mit Wasser stark verdiinnt, 
so scheiden sich Krystalle vom Schmelzp. 36° ab. Sie stellen 
eine andere Modifikation von Dinitrochlorbenzol dar. 

Kondensation von Leucyl-glycin mit Dinitrochlor- 
henzol. 1g Leucyl-glycin wird 1 mal mit einem Mol Dinitro- 
chlorbenzol (1,1 g) und 0,9 g Natriumbicarbonat in der tiblichen 
Weise zur Reaktion gebracht; das andere Mal werden 2 Mole 
Dinitrochlorbenzol (2,2 g) und 1,8 g Bicarbonat zugesetzt. Im 
2. Falle scheiden sich schon wahrend des Kochens Krusten 
von Dinitrochlorbenzol ab, was beim ersten Versuch nicht 
der Fall ist. 

Die Gewinnung des Kondensationsproduktes geschieht, wie 
folyt: 3 g Leucyl-glycin werden mit den entsprechenden Mengen 
Minitrochlorbenzol (3,3 g) und Natriumbicarbonat (2,7 g) 
4 Stunden lang gekocht. Man gieBt die heiBe Lésung durch 
ein Faltenfilter und dampft das Filtrat auf dem Wasserbad 
ein. Beim Aufnehmen mit Wasser bleibt ein Teil des Riick- 
standes ungelést. Dieser wird abfiltriert und das Filtrat mit 
verdiinnter Salzsiure angesiuert. Es kommt zur Ausscheidung 
eines teigigen Niederschlages, der nicht einheitlich ist, denn 
beim Umkrystallisieren aus Hisessig erhalt man wohlausgebildete 
Krystalle und eine amorphe Substanz. Die ersten werden 
durch Behandlung mit Wasserdampf entfernt. Der in der Hitze 
blig gewordene amorphe Riickstand wird nach dem Erkalten 
ganz hart. Er wird in wenig heiBem Methylalkohol gelést und 
dann mit Wasser stark verdiinnt. Durch Kratzen der Gefab- 
winde mit einem Glasstab gelingt es bald, eine Krystallisation 
zu bewirken. Die Substanz stellt einen stark gelb gefarbten 
krystallinischen Kérper dar. Sie ist in Alkali léslich, ihr 
Schmelzpunkt hegt bei 120° 

0,1065 g Substanz gaben 14,9 cem N, 742 mm, 13°. 

(CH,),-CH-CH,-CH-CO-NH-CH,-COOH Ber. 15,82 °/, N 


| 
NH-C,H,(NO,), 


Gef. 16,06 - 
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Kondensation von Leucyl-glycinanhydrid mit 
Dinitrochlorbenzol. 3 g Leucyl-glycinanhydrid werden mit 
einer konzentrierten Lisung von 4,5 g Natriumbicarbonat und 
7,2 g Dinitrochlorbenzol gelést in der 10 fachen Menge Alkohol 
2 Stunden lang gekocht. Dann wird heib vom ungeloést ge- 
bliebenen Anteil abgegossen und die Lisung am Wasserbad 
cingedampft. Der zuriickgebliebene Sirup wird mit kaltem 
Wasser aufgenommen, wobei der Hauptteil ungelést bleibt. 
Man saugt diesen ab und wischt mit Wasser aus. Im Filtrat 
fallt ein Ol aus, das in Ather aufgenommen wird. Es gelingt 
nicht, dieses in den festen Zustand iiberzufiihren. Der wasser- 
untésliche Hauptanteil wird mit Chloroform behandelt. Das 
unverindert gebliebene Leucyl-glycinanhydrid ist darin unléslich 
und kann so entfernt werden. Wird die Chloroformlésung am 
Wasserbad abgedampft und der Riickstand dann mit Petrol- 
iither aufgenommen und verrieben, so tritt wohl Krystallisation 
ein, aber die Substanz ist chlorhaltig, ein Zeichen dafiir, dab 
noch Dinitrochlorbenzol vorhanden ist. Man behandelt deshalb 
so lange mit Wasserdampf, als das Destillat noch triib ist. 
Beim Erkalten wird der in der Hitze dlige Riickstand fest. 
Dieser wird in Methylalkohol gelést. Versetzt man diese Lisung 
mit viel Wasser und beschleunigt die Krystallisation des dabei 
ausgeschiedenen Kérpers durch Reiben an den GefaB®winden, 
so erhalt man bald eine schwach gelb gefirbte Substanz von 
krystallinischer Struktur. Diese Verbindung ist chlorfrei und 
in Alkali unléslich, sie kann also nicht irgendein Derivat von 
Leucyl-glycin sein, das im Verlaufe der Reaktion durch Aut- 
spaltung des Anhydrids hatte entstehen kénnen. Der Schmelz- 
punkt liegt bei 75—76° (unkorr,). 

0,0947 g Substanz gaben 12 com N, 741 mm, 20°. 

0,0T57 g ¥ » 9,5 com N, 748 mm, 20°. 

Gef. 14,06 °/, N 

Bei einem Kondensationsprodukt bestehend aus einem 
Molekiil Leucyl-glycinanhydrid und 2 Molekiilen Dinitrochlor- 
benzol sind 16,73°/, N zu fordern. Wirde nur | Molekiil Dinitro- 
chlorbenzol mit dem Anhydrid zusammentreten, so miiBte eine 


Verbindung mit einem Stickstofigehalt von 16,67°/, N entstehen. 
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Weiterer Beitrag zur Frage der Konstitution der Proteine. 155 .: i 
Wird dagegen die Annahme gemacht, daB 1 Molekiil Leucin- t : 


glycinanhydrid mit 2 Molekiilen Mononitrochlorbenzol konden- 
siert ist, so berechnet sich der Stickstoffgehalt zu 13,60 °/). 
Ks dirfte demnach der vorliegeuden Verbindung folgende 
Struktur zuzuschreiben sein: 


C,H,NO, 


_CO—N~ 
CH, CH-CH,-CH+(CHy) « 
SN—CO~ 
(HNO, 
Die Ausbeute an Kondensationsprodukt wird gréBer, wenn 
man die Reaktionszeit verlingert. Wir haben daher Ver- 
suche 8 Stunden lang gehen lassen. Die Aufarbeitung laBt 
sich dann vereinfachen, indem man nach dem EKindampfen am 
Wasserbad sofort mit Wasserdampf behandelt und dann den 
feinfaserigen dunkeln Riickstand aus Methylalkohol um- 
krystallisiert. 
Ks wurde auch versucht, die Reaktion zwischen Leucyl- 
glycinanhydrid und WDinitrochlorbenzol in rein alkoholischer 
Liésung bei lingerer EKinwirkungsdauer durchzufiihren. Es 
wurden die Aquivalenten Mengen 12 Stunden bei Anwesenheit 
von Bicarbonat gekocht. Die Lésung hat sich wie gewoéhnlich 
tief rot gefairbt. Man filtriert heiB. Der Rickstand ist rein 
anorganisch. Da Leucyl-glycinanhydrid in Alkohol nur sehr 
wenig léslich ist, so spricht dieser Umstand dafiir, daB die 
Kondensation vonstatten gegangen ist. Beim Erkalten des 
Kiltrates kommt es zur Ausscheidung von Krystallen, die sich 
bei der niheren Untersuchung als Leucyl-glycinanhydrid er- 
weisen. (Schmelzp. 234°.) Die Lésung wird im Vakuum ein- 
gedampft und der Riickstand zur Entfernung von etwa un- ; 
verbrauchten Dinitrochlorbenzol mit Ather behandelt. Er ist a 
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darin unléslich. Bei der Behandlung mit Alkohol geht er J 
jetzt nur mehr teilweise in Lésung und beim Stehenlassen der | 
Lésung scheidet sich wieder ein wenig Anhydrid aus. Wird i 


wieder zur Trockne verdampft, so hinterbleibt ein Riickstand, 1 
der schon iiuBerlich als inhomogen erscheint, und der auch a 





